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A. LA TUBERCULOSE 
 
I. Historique et état des lieux 
 
La tuberculose est une maladie infectieuse très ancienne. Les origines de son agent 
étiologique, la bactérie Mycobacterium tuberculosis, remonteraient à plusieurs millions 
d’années (Daniel, 2006). M. tuberculosis aurait infecté les premiers Hominidés et co-évolué 
avec eux (Gutierrez et al., 2005). 
 La tuberculose toucha très fortement l’Europe et l’Amérique du Nord au cours des 
17ème et 18ème siècles (Daniel, 2006). A la fin du 19ème siècle, le contrôle de la maladie 
commença grâce à l’identification de M. tuberculosis par Robert Koch, et au développement 
d’outils de détection, les rayons X et le test à la tuberculine. Au 20ème siècle, les progrès dans 
la lutte contre la tuberculose continuèrent avec la mise en place, par Albert Calmette et 
Camille Guérin, du vaccin BCG (pour Bacille Calmette et Guérin) et avec l’apparition des 
antibiotiques à partir des années 1940. La mise en place de la première antibiothérapie 
spécifiquement dirigée contre M. tuberculosis permit une forte diminution de l’incidence de la 
maladie dans les pays industrialisés pendant la seconde moitié du 20ème siècle permettant ainsi 
d’atteindre 50 cas pour 100 000 habitants (Kochi, 1994; Leão and Portaels, 2007). L’épidémie 
de tuberculose qui sévissait depuis plusieurs siècles semblait alors sous contrôle.  
L’ère de déclin de la tuberculose prit vers 1985 lorsque, pour la première fois depuis 
plus de 30 ans, l’incidence de la tuberculose augmenta aux Etats Unis. Rapidement, d’autres 
pays subirent une résurgence de la tuberculose plus ou moins marquée selon les régions du 
monde liée, pour une bonne part, à l’émergence de l’épidémie de SIDA. Dans les pays 
développés, le retour de la tuberculose est aussi la conséquence de l’immigration, de 
l’accroissement du nombre de « points chauds » où la tuberculose foisonne tels que les 
prisons, les hôpitaux et les refuges pour SDF, et de l’arrêt des programmes de surveillance de 
la maladie (Leão and Portaels, 2007). 
C’est dans ce contexte qu’en 1993, l’OMS reconnut la tuberculose comme une 
urgence de santé publique au niveau mondial et élabora une politique de lutte contre la 
tuberculose appelée stratégie « DOTS » pour Directly Observed Therapy Short-Course ayant 
pour objectif d’améliorer la détection, le traitement et le suivi des cas de tuberculose (OMS, 
1999). Malgré la mise en place de cette stratégie, le nombre de cas n’a cessé d’augmenter 
notamment en Afrique sub-saharienne, en Méditerranée orientale et en Asie du Sud-Est. Ce 
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phénomène s’explique notamment par la co-infection M. tuberculosis/VIH (Virus de 
l’Immunodéficience Humaine), en particulier en Afrique, et par l’apparition de tuberculoses 
résistantes aux antituberculeux, surtout en Europe de l'Est. Pour répondre à ces difficultés, 
l’OMS a mis en place, en 2006, une nouvelle stratégie appelée « Halte à la tuberculose » afin 
de renforcer le DOTS et d’apporter des réponses aux problèmes d’accès aux traitements de 
qualité dans les différentes régions du monde. Les objectifs sont d’atteindre, en 2015, une 
diminution de 50% de la prévalence et du nombre de morts par rapport à la situation de 1990 
(incidence de 1 cas/million d’habitants) en 2050 (OMS, 2010a). Entre 1995 et 2009, 41 
millions de patients souffrant de tuberculose ont pu être soignés grâce aux stratégies DOTS et 
Halte à la tuberculose. Un nouveau plan intitulé « Transformer la lutte pour parvenir à 
l’élimination » a été instauré par l’OMS en 2010 pour aider à la modernisation des 
laboratoires de diagnostic et assister la Recherche dans la mise au point de tests de dépistage 








 En 2009, l’OMS a estimé à 9,4 millions le nombre de nouveaux cas de tuberculose 
dans le monde, ce qui correspond à environ 137 cas/100 000 habitants et constitue la plus 
forte incidence jamais atteinte à ce jour. En 2010, ce nombre reste considérable avec 8,8 
millions de nouveaux cas localisés, pour la plupart, en Asie du Sud-Est (40%), en Afrique 






Figure 1 : Incidence de la tuberculose en 2010. Estimation du nombre de nouveaux cas de tuberculose par pays 
pendant l’année 2010. D’après OMS, 2011b. 
 
 
 En 2010, la tuberculose a provoqué 1,45 million de décès, dont 350 000 étaient des cas 
de co-infection M. tuberculosis/VIH. Les patients infectés par le VIH représentent environ 
13% des cas de tuberculose, l’Afrique comptant pour environ 80% de ces cas (Figure 2). 
Parmi les 5,7 millions de nouveaux cas de tuberculose notifiés en 2010, environ 5% sont des 
formes résistantes au traitement antituberculeux. Ce taux atteint environ 30% en Asie du Sud-
Est, dans le Pacifique occidental et certaines parties de l’ex-Union soviétique. Enfin, l’OMS 
estime qu’un tiers de la population est actuellement infecté par M. tuberculosis sous une 






Figure 2 : Prévalence du VIH parmi les nouveaux cas de tuberculose en 2010. Pour chaque pays, les données 
représentées correspondent au pourcentage du nombre de patients atteints du VIH parmi les nouveaux cas de 
tuberculose apparus au cours de l’année 2010. D’après OMS, 2011b. 
 
 
2. Facteurs de risque 
 
 Les facteurs expliquant la disparité de la distribution des cas de tuberculose sont 
multiples. Plusieurs ont été identifiés et peuvent être classés en trois catégories : les facteurs 




a. Facteurs sociaux et comportementaux 
 
 La plupart des facteurs sociaux influençant l'épidémiologie de la tuberculose sont 
associés à la pauvreté. 95% des cas et 98% des décès dus à la tuberculose se concentrent dans 
des pays en développement (Weinberg et al., 1990). La malnutrition, l’alcoolisme et le 
tabagisme sont aussi des facteurs de risque favorisant le développement d’une tuberculose 
active (Cegielski and McMurray, 2004; Lin et al., 2007; Lonnroth et al., 2008; Rehm et al., 
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2009; Slama et al., 2007). Les environnements surpeuplés, tels que les prisons et les foyers 
sociaux, et ceux dont l’air est pollué facilitent grandement la transmission de la maladie (Lin 
et al., 2007; Vynnycky and Fine, 1999). Enfin, dans les pays en développement, la difficulté 




b. Facteurs physiologiques et génétiques 
 
 Au niveau mondial, il y a deux fois plus d’hommes adultes atteints de tuberculose que 
de femmes. Cette disparité aurait des origines hormonales, génétiques et métaboliques 
(Neyrolles and Quintana-Murci, 2009). L’épidémie de tuberculose est également variable en 
fonction de l’âge. A l’échelle mondiale, 75 % des cas sont des adultes ayant entre 15 et 59 ans 
(OMS, 2011a). Deux populations sont particulièrement touchées : les moins de 4 ans et les 
20-30 ans (Donald et al., 2010). La forte incidence de la maladie chez les jeunes enfants 
semble liée à l’immaturité de leur système immunitaire. Des facteurs génétiques humains 
semblent également être impliqués dans la sensibilité ou la résistance à la tuberculose. Par 
exemple, le polymorphisme des gènes NRAMP1 (Natural Resistance-Associated Macrophage 
Protein) ou TLR8 (Toll-Like Receptor 8) a été associé à une variation de la sensibilité face à 
la tuberculose (Neyrolles and Quintana-Murci, 2009). Enfin, le diabète insulino-dépendant 
favorise le développement de la tuberculose, le décès des suites de la maladie et le risque de 
rechute (Baker et al., 2011). 
 
 
c. Facteurs liés à une immunosuppression 
 
La co-infection avec le VIH est le facteur le plus influent de l’épidémie de tuberculose. 
La suppression du système immunitaire causée par le VIH augmente le risque de réactivation 
d’une infection tuberculeuse latente et favorise la progression rapide vers une tuberculose 
active (Aaron et al., 2004). D’après l’OMS, le risque de développer une tuberculose est 27 
fois plus élevé chez les personnes infectées par le VIH que chez les 
individus séronégatifs (OMS, 2011b). L’affaiblissement local ou systémique du système 
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immunitaire causé par le cancer et par les chimiothérapies anti-cancéreuses augmente 
également le risque de développer une tuberculose (Kim et al., 2008).  
 Le traitement des maladies inflammatoires chroniques telles que la polyarthrite 
rhumatoïde fait appel à l’utilisation d’inhibiteurs du TNFα (Tumor Necrosis Factor alpha), un 
régulateur crucial de la prolifération, de la survie, de la différenciation et de l’apoptose des 
cellules du système immunitaire (Baud and Karin, 2001; Hehlgans and Pfeffer, 2005; Wajant 
et al., 2003). Dans le cadre de la tuberculose, le TNFα permet l’activation des macrophages, 
le recrutement des cellules immunitaires, la formation et le maintien du granulome, structure 
cellulaire caractéristique de la maladie (Saunders and Britton, 2007). La prise d’antagonistes 
du TNFα accroit les risques de développer une tuberculose active suite à une infection récente 
ou ancienne (Solovic et al., 2010). 
 
La prise en compte de ces différents facteurs de risque est primordiale pour l’apport de 
traitements adaptés. Cependant, pour lutter efficacement contre la maladie, la compréhension 





III. Le cycle infectieux de Mycobacterium tuberculosis 
 
La tuberculose est une maladie principalement pulmonaire qui débute généralement 
par l’inhalation de gouttelettes contaminées par M. tuberculosis, émises dans l’air par un 
individu malade, en toussant ou en parlant. La transmission de la maladie est un processus très 
efficace. En effet, les gouttelettes contaminées peuvent rester dans l’air pendant plusieurs 
heures et la dose infectieuse minimale peut être très faible, de 1 à 10 bactéries (Russell et al., 
2009). Les mécanismes mis en jeu lors de l’infection à M. tuberculosis sont brièvement 





 Après avoir traversé le tractus respiratoire, la bactérie parvient aux alvéoles 
pulmonaires où elle est phagocytée par des macrophages alvéolaires résidents (Kaufmann, 
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2001). Les macrophages infectés envahissent l’épithélium pulmonaire attenant, provoquant 
ainsi la mise en place d’une réponse inflammatoire localisée qui conduira au recrutement de 
monocytes et de macrophages supplémentaires à partir des vaisseaux sanguins environnants.  
 Ces cellules recrutées vont, à leur tour, être infectées par M. tuberculosis, puis elles 
vont migrer, à la fois aux organes lymphoïdes afin de permettre la mise en place d’une 
réponse immunitaire adaptative, mais aussi dans tout le corps, contribuant à la dissémination 
du bacille tuberculeux dans l’organisme (Krishnan et al., 2010).  
 
 
Figure 3: Le cycle infectieux de Mycobacterium tuberculosis. D’après Russell et al., 2010. 
 
Au niveau de l’épithélium pulmonaire, l’agrégation des macrophages et des 
lymphocytes conduit à la formation d’une structure pluricellulaire caractéristique de la 
tuberculose, le granulome. Cette structure adopte ensuite une architecture organisée et 
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stratifiée : les macrophages infectés par M. tuberculosis, localisés au centre du granulome, 
sont entourés de cellules géantes multinucléées issues de la fusion de plusieurs macrophages 
puis de macrophages riches en gouttelettes lipidiques, les macrophages « foamy » et de 
macrophages épithélioïdes, les deux dernières formes étant issues de la maturation des 
macrophages. Une couche de lymphocytes, majoritairement des lymphocytes T, associée à 
une gaine fibreuse délimite la périphérie du granulome (Flynn and Chan, 2001; Russell, 2007; 
Ulrichs and Kaufmann, 2006). Cette étape marque la fin de la phase de réplication rapide des 
bactéries chez l’hôte et l’évolution vers un état dit de « confinement » durant lequel la 
maladie ne peut se déclarer et l’hôte n’est pas contagieux. A ce stade, le granulome est très 
vascularisé et les cellules du système immunitaire sont activement recrutées au granulome. Au 
centre du granulome, l’intervention des cellules du système immunitaire va provoquer la 
nécrose des macrophages infectés, entraînant ainsi la formation d’un centre nécrotique 
caractéristique, le caséum. A un stade plus tardif, le granulome développe une gaine fibreuse 
plus marquée et le nombre de vaisseaux sanguins qui pénètrent la structure diminue 
considérablement ; le centre du granulome devient alors hypoxique. Dans ce granulome 
caséeux, les bactéries peuvent persister pendant de nombreuses années. On parle alors de 
tuberculose latente (Russell, 2007; Ulrichs and Kaufmann, 2006). 
Dans 90% des cas, le système immunitaire va réussir à contenir l’infection à ce stade 
et empêcher le développement de la maladie. Chez les 10% d’individus restants, la maladie va 
se réactiver à plus ou moins long terme sous l’effet de différents facteurs. Ils développeront 
alors une tuberculose active et seront contagieux (Russell, 2007). 
 
 
2. La réactivation 
 
La réactivation de la tuberculose est principalement causée par un affaiblissement du 
système immunitaire lié au vieillissement, à la malnutrition ou à la co-infection avec le VIH, 
c’est-à-dire aux états physiologiques entraînant une diminution du nombre de lymphocytes T 
CD4+ ou altérant leur fonction (Russell, 2007). Au niveau cellulaire, la réactivation se traduit 
par la nécrose du granulome qui se décompose alors en une masse déstructurée de débris 
cellulaires puis se rompt et libère des milliers de bacilles dans le milieu environnant. Ceci 
déclenche une toux forte qui permet la propagation des bacilles infectieux dans l’air (Russell, 
2007). L’histologie de tissus infectés provenant de patients ayant une tuberculose active 
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révèle la présence de granulomes à tous les stades de développement, ce qui indique que le 
stade de développement de chaque granulome est déterminé localement et non de façon 








Le seul vaccin disponible est le BCG, un vaccin vivant préparé à partir d’un isolat de 
Mycobacterium bovis, l’agent de la tuberculose bovine, dont la virulence est atténuée. Le 
BCG protège efficacement les enfants et les nouveau-nés contre les formes disséminées de la 
tuberculose, tuberculoses méningées et miliaires, et contre l’infection à M. tuberculosis 
(Soysal et al., 2005; Trunz et al., 2006). Chez les enfants infectés par le VIH, le BCG est 
faiblement efficace et peut entraîner une infection disséminée à M. bovis BCG. Pour cette 
raison, l’OMS a décidé de contre-indiquer leur vaccination (Azzopardi et al., 2009; Mansoor 
et al., 2009; OMS, 2011b). La protection du BCG contre les tuberculoses pulmonaires est très 
variable chez l’adulte, entre 0 et 80% suivant les études (Fine, 1995). Plusieurs hypothèses ont 
été émises pour tenter d’expliquer cette variabilité : (i) le vaccin est principalement préparé 
par quatre laboratoires à partir de la souche originale de Calmette et Guérin et le maintien de 
la souche dans ces différents laboratoires a conduit à l’apparition de variations génétiques 
entre elles (Behr, 2002), (ii) bien que M. tuberculosis et M. bovis BCG soient génétiquement 
proches, leurs répertoires antigéniques diffèrent (Behr et al., 1999; Cole et al., 1998; Jungblut, 
2001), (iii) l’exposition aux mycobactéries environnementales non pathogènes dans certaines 
régions tropicales bloque ou masque l’effet protecteur du BCG (Black et al., 2002; Brandt et 
al., 2002) et (iv) l’infection chronique aux helminthes diminue l’immunogénicité du BCG 
(Hatherill et al., 2009).  
 
 Plusieurs stratégies sont mises en œuvre pour le développement de nouveaux vaccins. 
Elles peuvent être divisées en trois catégories : (i) les stratégies qui visent à augmenter 
l’efficacité du vaccin BCG actuel grâce à des sous-unités vaccinales comprenant soit des 
combinaisons protéine-adjuvant ou des vecteurs viraux recombinants, (ii) les stratégies basées 
sur le développement de souches de BCG améliorées génétiquement, (iii) les stratégies 
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utilisant des souches atténuées de M. tuberculosis (Kaufmann, 2010). A l’heure actuelle, neuf 





Du fait de leur faible coût et de leur facilité d’utilisation, les techniques classiques de 
dépistage de la tuberculose sont encore très employées, en particulier dans les pays en voie de 
développement. Dans le cas des tuberculoses actives, l’examen microscopique des crachats de 
patients, la mise en culture de ces crachats sur milieu nutritif et la radiographie pulmonaire 
sont encore très utilisées. Ces méthodes sont anciennes, manquent de sensibilité et de 
spécificité, et elles ne sont pas adaptées aux régions endémiques et aux patients porteurs du 
VIH. Dernièrement, de nouveaux outils de diagnostic plus sensibles permettant de déterminer 
l’espèce des mycobactéries infectantes et leurs éventuelles pharmacorésistances ont été 
développés. Ces outils sont par exemple l’utilisation de la microscopie à fluorescence à LEDs 
ou l’amplification de l’ADN mycobactérien à partir de prélèvements de patients (Dorman, 
2010; Parsons et al., 2011).  
 
Au cours du siècle dernier, le seul outil de dépistage des tuberculoses latentes était le 
TST ou Tuberculin Skin Test aussi appelé test PPD (pour Purified Protein Derivative). Le 
TST est un test cutané qui permet de mesurer l’hypersensibilité de type retardée induite par 
l’injection de tuberculine, un précipité de protéines issues de cultures de M. tuberculosis. Le 
TST ne permet pas de distinguer de manière fiable les individus infectés avec le bacille 
tuberculeux de ceux ayant été au contact d’autres mycobactéries non pathogènes, en 
particulier ceux ayant été vaccinés avec le BCG. Récemment, de nouveaux tests plus sensibles 
et plus spécifiques, basés sur le dosage des Interféron-γ ou IGRAs (Interferon-γ Release 
Assays) ont été développés (Pai and O'Brien, 2008; Richeldi, 2006). Des outils de diagnostic 
adaptés à certains patients tels que les immunodéprimés, les patients atteints de tuberculose 










 Le traitement actuellement utilisé repose sur la prise de plusieurs antibiotiques pendant 
une période prolongée. Bien que ce traitement soit très efficace pour soigner les cas de 
tuberculose non pharmacorésistante, la durée du traitement et la nécessité de prendre plusieurs 
médicaments le rendent couteux et contraignant. Le traitement antituberculeux actuel, ses 
effets et les problèmes qui y sont associés seront présentés dans le paragraphe suivant. Les 
avancées de la Recherche dans le domaine de l’antibiothérapie antituberculeuse et les 




B. L’ANTIBIOTHERAPIE ANTITUBERCULEUSE : ETAT DES 
LIEUX ET ENJEUX DE LA RECHERCHE 
 
 
I. Le traitement actuel 
 
L’antibiothérapie couramment mise en œuvre pour traiter les patients tuberculeux dure 
au moins six mois, avec une prise quotidienne de quatre antibiotiques de première ligne 
pendant deux mois (isoniazide, rifampicine, pyrazinamide, ethambutol), puis d’isoniazide et 
de rifampicine pendant quatre mois (Ginsberg and Spigelman, 2007). Ce traitement, 
recommandé par l’OMS, est hautement efficace chez les patients qui ne sont pas co-infectés 
avec le VIH, avec environ 90% de succès thérapeutiques (OMS, 2011b). En cas d’infection 
par une souche résistante à un ou plusieurs des antibiotiques de première ligne, des 
antibiotiques dits « de seconde ligne » sont administrés aux patients (Ginsberg and 
Spigelman, 2007). Les antibiotiques de première et seconde ligne ciblent des mécanismes 
variés tels que la synthèse protéique, la réplication de l’ADN et la production de composés 





Figure 4 : Représentation schématique des mécanismes d’action majeurs des antituberculeux de première et 
de seconde ligne. AG, arabinogalactane ; Alr, Alanine racemase ; Ddl, D-alanine ligase ; FAS-II, Fatty Acid 
Synthase de type II ; LAM, lipoarabinomannane ; PG, peptidoglycane ; RpsA, Protéine ribosomale S1. Adapté de 
Ma et al., 2010. 
 
 
1. Les antibiotiques de première ligne 
 
L’isoniazide (INH) est une prodrogue activée dans la cellule par la catalase-
peroxydase codée par le gène katG. Le dérivé de l’INH se lie de façon covalente au NAD(H) 
et inhibe l’activité de l’énoyl-réductase codée par le gène inhA impliquée dans la biosynthèse 
des acides mycoliques, acides gras essentiels présents dans la paroi des mycobactéries 
(Banerjee et al., 1994; Lei et al., 2000; Rozwarski et al., 1998; Zhang et al., 1992). Les 
souches de M. tuberculosis résistantes à l’INH présentent généralement une mutation du gène 
katG, du gène inhA ou du promoteur du gène inhA provoquant ainsi la sur-expression du gène 
(Banerjee et al., 1994; Larsen et al., 2002; Zhang et al., 2005; Zhang et al., 1992). 
 
La rifampicine (RIF) est un composé semi-synthétique qui interagit avec la sous-unité 
β de l’ARN polymérase ADN-dépendante codée par le gène rpoB, inhibant ainsi l’élongation 
des acides ribonucléiques lors de la transcription (Levin and Hatfull, 1993). La RIF agit sur 
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les formes réplicatives ou dormantes de M. tuberculosis (Mitchison, 1979). La plupart des 
isolats cliniques de M. tuberculosis résistants à la RIF présentent des mutations dans une 
région bien définie du gène rpoB, la région RRDR pour « Rifampicin Resistance-Determining 
Region » (Musser, 1995; Telenti et al., 1993). 95% des souches de M. tuberculosis résistantes 
à la RIF sont également résistantes à d’autres antibiotiques, en particulier à l’INH (Traore et 
al., 2000). 
 
La pyrazinamide (PZA) est une prodrogue qui, une fois convertie en acide 
pyrazinoïque (POA) par la pyrazinamidase codée par gène pncA, inhibe la protéine 
ribosomale S1 RpsA (Konno et al., 1967; Shi et al., 2011). Cette protéine, essentielle pour la 
traduction, est impliquée dans les mécanismes de trans-traduction intervenant lors d’un 
blocage de la traduction (Bycroft et al., 1997; Saguy et al., 2007; Wower et al., 2000). La 
trans-traduction n’est pas essentielle pendant la croissance active mais ce mécanisme est 
important pour la survie des bactéries en situation de stress et il est impliqué dans la virulence 
de certains pathogènes (Keiler, 2008; Muto et al., 2000; Thibonnier et al., 2008). Le POA 
inhibe spécifiquement l’activité de trans-traduction de RpsA et n’a pas d’effet sur l’activité 
traductionnelle de la protéine (Shi et al., 2011). L’effet inhibiteur du POA pourrait avoir 
d’autres origines : (i) le POA acidifierait le compartiment cytoplasmique inhibant ainsi 
l’activité de certaines enzymes (Zhang and Mitchison, 2003), (ii) le POA pourrait perturber la 
force protomotrice de la membrane plasmique et gêner le transport membranaire (Zhang and 
Mitchison, 2003), (iii) le POA, qui est un analogue de la nicotinamide, pourrait s’intégrer au 
NAD et inhiber les réactions d’oxydo-réduction utilisant le NAD comme coenzyme (Zhang 
and Mitchison, 2003), (iv) enfin, le POA pourrait avoir pour cible le système de synthèse des 
acides gras FAS-I (Zimhony et al., 2000). Cependant, aucun des isolats résistants à la PZA 
n’est muté sur ces cibles potentielles (Scorpio et al., 1997; Zimhony et al., 2000). La 
résistance à la PZA est due à la présence de mutations au niveau du gène pcnA 
majoritairement, ou du gène rpsA (Scorpio and Zhang, 1996; Shi et al., 2011). In vitro, la 
PZA est particulièrement active quand le milieu de culture est acide, anaérobie et lorsque la 
bactérie est dans un état non réplicatif (Heifets and Lindholm-Levy, 1992; Wade and Zhang, 
2004; Zhang et al., 2002). De façon concordante, cet antibiotique est particulièrement actif sur 





L’éthambutol (EMB) inhibe les arabinosyl-transférases codées par les gènes de 
l’opéron embCAB et impliquées dans la biosynthèse d’éléments de la paroi, 
l’arabinogalactane et le lipoarabinomannane (Belanger et al., 1996). L’EMB est actif contre 
les formes de M. tuberculosis qui se multiplient activement (Tuberculosis, 2008). Dans la 
majorité des cas, la résistance à l’EMB est due à des mutations au sein l’opéron embCAB, en 
particulier au niveau du gène embB et occasionnellement dans le gène embC (Ramaswamy et 
al., 2000). Pour environ 35% des souches résistantes à l’EMB, les mécanismes à l’origine de 




Figure 5: Les antituberculeux de première ligne. L’isoniazide (INH) et la pyrazinamide (PZA) sont des 
prodrogues dont les dérivés actifs sont produits grâce à l’activité de la catalase/péroxydase KatG et de la 
pyrazinamidase PcnA respectivement. 
 
 
2. Les antibiotiques de seconde ligne 
 
Les antibiotiques de seconde ligne ne sont pas utilisés en première intention car ils 
présentent de nombreuses contraintes : ils ont des capacités stérilisantes limitées, ils sont plus 
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chers et ont des effets secondaires majeurs. Leur utilisation nécessite une assistance médicale 
accrue car certains de ces antibiotiques doivent être injectés aux patients. Enfin, ils allongent 
la durée du traitement à 18-24 mois (Dorman and Chaisson, 2007). Les antibiotiques de 
seconde ligne peuvent être classés en six familles : les aminoglycosides, les peptides 
cycliques, les fluoroquinolones, les thioamides, la cyclosérine et l’acide para-
aminosalicylique (PAS) (Figure 6).  
 
 
Figure 6 : Antibiotiques de seconde ligne. PAS : acide para-aminosalicylique. 
 
 
Ces antibiotiques ciblent la synthèse des acides (désoxy)ribonucléiques, la synthèse 
protéique ou la production d’éléments de l’enveloppe essentiels à la survie du bacille 
tuberculeux (Tableau 1). Plusieurs mécanismes impliqués dans la résistance de M. 
tuberculosis à ces antibiotiques ont été identifiés (Tableau 1). Depuis 2006, des isolats 
cliniques de M. tuberculosis résistants aux antibiotiques de 2ème ligne les plus efficaces ont été 




Antibiotiques Cible(s) cellulaire(s) Conséquence(s) 






Sous-unité ribosomale 30S (ARN 16S)  
Inhibition de la synthèse protéique 1 
 
rrs (ARN16S) 
rpsL (Protéine ribosomale S12) 







ARN16S et ARN23S 
Inhibition de la synthèse protéique 5 
 
rrs (ARN16S) 







Inhibition de la transcription, de la réplication et 
de la réparation de l’ADN 10 
 
gyrA, gyrB (ADN gyrase) 
lfra (Pompe à efflux) 
mpfa (Protéine à motifs 





Enoyl réductase InhA  
Inhibition de la synthèse des acides mycoliques 13 
 
inhA (Enoyl réductase) 13 
 
D-cyclosérine D-alanine racemase (Alr) et D-alanine:D-alanine 
ligase (Ddl) 
Inhibition de la synthèse du peptidoglycane 14 
 
alr (D-alanine racemase) 15 
 
PAS Inconnue(s) 
Inhibition du métabolisme du folate 16 
 
thyA (thymidylate synthase A) 16 
 
 
Tableau 1 : Les antibiotiques de seconde ligne, leurs cibles cellulaires et les mécanismes de résistance 
chez les mycobactéries. Références : 1, Moazed and Noller, 1987; 2, Honore and Cole, 1994; 3, Sreevatsan et 
al., 1996; 4, Okamoto et al., 2007; 5, Fu and Shinnick, 2007; 6, Jugheli et al., 2009; 7, Maus et al., 2005b; 8, 
Maus et al., 2005a; 9, Taniguchi et al., 1997; 10, Takiff et al., 1994; 11, Takiff et al., 1996; 12, Hegde et al., 2005; 







II. Les enjeux de la Recherche pour de nouveaux antituberculeux 
 
 La stratégie DOTS mise en place par l’OMS il y a quinze ans permet de lutter 
efficacement contre la tuberculose. Néanmoins, l’émergence de souches résistantes aux 
antibiotiques de première et/ou seconde ligne ainsi que l’épidémie de VIH compliquent 
dangereusement le contrôle de la maladie. Plus alarmant encore, des souches de M. 
tuberculosis résistantes à tous les antituberculeux disponibles ont récemment été isolées de 
patients malades. Par ailleurs, un tiers de la population mondiale est infecté de façon latente 
par le bacille tuberculeux qui persiste dans l’hôte sans s’y multiplier. Ces individus, qui 
constituent un véritable réservoir de la maladie, sont difficiles à détecter et à traiter. Parmi 
eux, environ 10% déclareront une tuberculose au cours de leur vie, favorisant ainsi la 
transmission de la maladie. Les caractéristiques et problèmes posés par ces cas de 
tuberculoses complexes et difficiles à traiter sont exposés dans ce paragraphe. 
 
 
1. La résistance aux antibiotiques chez Mycobacterium tuberculosis 
 
 Chez M. tuberculosis, il existe deux formes de résistance aux antibiotiques: la 
résistance acquise, causée par des mutations spontanées qui modifient son génome, et la 
résistance intrinsèque qui correspond à des mécanismes de défense naturels de la bactérie 
(Zhang and Jacobs Jr, 2008). 
 
 Chez M. tuberculosis, les mutations spontanées à l’origine de la résistance acquise se 
produisent avec une fréquence variable pour chaque antibiotique (David, 1970). Par exemple, 
la fréquence de mutation conférant la résistance à l’INH est de 10-6 par cycle cellulaire et celle 
permettant la résistance à la RIF est de 10-8. Des cas de résistance croisée existent entre les 
antibiotiques ayant des cibles identiques mais cela concerne en général des antibiotiques 
appartenant à une même famille chimique. Chez un patient atteint de tuberculose active, des 
sous-populations de souches résistantes peuvent émerger spontanément et être sélectionnées 
par la thérapie médicamenteuse, devenant ainsi majoritaires au sein de la population 
infectante (Kochi et al., 1993). On distingue différents niveaux de résistance acquise chez M. 
tuberculosis. La multi-résistance ou MDR-TB (pour Multi Drug Resistant Tuberculosis) est 
causée par des souches du bacille tuberculeux résistantes à au moins deux des antibiotiques 
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principaux de première ligne, la RIF et l’INH. Les MDR-TB représentent 7% des cas de 
tuberculose, parfois 20% dans certaines régions du monde (OMS, 2010b). Le taux de guérison 
des MDR-TB est de 50% à 70% selon les régions du monde. L’ultra-résistance ou XDR-TB 
(pour Extensively Drug Resistant Tuberculosis) est une MDR-TB qui ne peut être traitée avec 
les antibiotiques de deuxième ligne les plus efficaces c’est-à-dire les fluoroquinolones et les 
drogues injectables (Kanamycine, Amikacine et Capréomycine). Les souches XDR-TB sont 
particulièrement présentes dans les pays de l’ancienne Union Soviétique et de l’Asie. Le taux 
de mortalité des XDR-TB est élevé, en particulier chez les patients immuno-déprimés comme 
les VIH-positifs (Gandhi et al., 2006). Enfin, des cas de résistance totale ou TDR-TB (Totally 
Drug Resistant Tuberculosis) ont récemment été reportés en Italie, en Iran et en Inde 
(Loewenberg, 2012; Migliori et al., 2007; Velayati et al., 2009). L’émergence des souches 
résistantes aux antituberculeux est la conséquence du suivi irrégulier des antibiothérapies 
disponibles dont la durée est particulièrement longue, de 6 à 24 mois selon la sensibilité aux 
drogues de la souche infectante, et qui nécessitent la prise de plusieurs antibiotiques dont la 
toxicité à long terme incite les patients à arrêter le traitement. L’objectif majeur de la 
recherche pour de nouveaux antituberculeux est donc de faciliter la prise régulière du 
traitement en réduisant sa durée, sa complexité et sa toxicité. 
 
M. tuberculosis possède également des mécanismes de défense qui confèrent au 
bacille une résistance intrinsèque à certains antibiotiques. Parmi ces mécanismes, l’enveloppe 
cellulaire constitue une barrière de protection imperméable à la plupart des molécules 
chimiques et contient des pompes à efflux qui permettent une résistance naturelle à certaines 
molécules telles que les tétracyclines, les fluoroquinolones et les aminoglycosides (Brennan 
and Nikaido, 1995; De Rossi et al., 2006; Jarlier and Nikaido, 1994; Li and Nikaido, 2009; 
Louw et al., 2009). Par ailleurs, M. tuberculosis produit des β-lactamases qui lui permettent 
d’échapper au pouvoir bactéricide des β-lactames (Chambers et al., 1995). Récemment, un 
système qui permet la résistance à diverses classes d’antibiotiques a été mis en évidence chez 
M. tuberculosis (Morris et al., 2005). Ce système, codé par le gène whiB7, est induit par des 
concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques (érythromycine, tétracycline, streptomycine) et 
permet l’expression de gènes impliqués dans la protection des ribosomes et l’efflux des 
antibiotiques. Les mutants de M. tuberculosis ∆whiB7 deviennent fortement sensibles aux 




 Les mécanismes de résistance intrinsèque limitent fortement le nombre de molécules 
exploitables pour la mise en place d’une nouvelle thérapie antituberculeuse. Cibler ces 
défenses pourrait permettre d’utiliser des antibiotiques efficaces contre d’autres pathogènes 
microbiens, comme les β-lactames (Chambers et al., 1995; Flores et al., 2005). 
 
 Il existe chez M. tuberculosis une autre forme de résistance aux antibiotiques qui n’est 
pas associée à l’introduction de mutations de son génome: la tolérance ou résistance 
phénotypique. Cet état de tolérance, observé pendant l’infection, rend certaines des bactéries 
présentes chez l’hôte transitoirement insensibles aux antituberculeux couramment employés. 
L’état de tolérance, induit lorsque les bactéries sont dans les macrophages, peut se maintenir y 
compris lorsque les bactéries se multiplient activement dans l’organisme de l’hôte. Pendant 
très longtemps, la tolérance a été associée à l’état de dormance pendant lequel les bactéries ne 
se multiplieraient plus et deviendraient insensibles aux antibiotiques efficaces sur les bactéries 
métaboliquement actives tels que l’éthionamide (ETH) ou l’INH. Récemment, il a été mis en 
évidence que l’état de tolérance chez les mycobactéries pourrait être lié à l’activité de pompes 
à efflux qui permettraient très certainement de rejeter les antituberculeux en dehors de la 
cellule (Adams et al., 2011). Le phénomène de tolérance chez les mycobactéries est encore 
mal connu. La présence de ces bactéries tolérantes complique le traitement de la maladie et 
requiert de prolonger pendant plusieurs mois l’antibiothérapie, afin d’éliminer le maximum de 
bactéries et d’éviter une éventuelle rechute au cours de la vie. Cibler les mécanismes 
impliqués dans cet état pourrait potentiellement représenter une nouvelle stratégie de lutte 
contre M. tuberculosis (Barry et al., 2009; Sacchettini et al., 2008). 
 
 
2. La latence 
 
 Les tuberculoses latentes sont des infections à M. tuberculosis caractérisées par une 
absence de symptômes ou de signes cliniques mais qui peuvent néanmoins être détectées par 
TST ou dosage des Interféron-γ (voir A. IV. 2.).  
 L’état physiologique des mycobactéries présentes dans l’organisme de l’hôte lors des 
formes latentes de tuberculose n’est pas clairement défini mais il semblerait que certaines 
bactéries se multiplient activement et que d’autres aient un métabolisme fortement ralenti 
(Barry et al., 2009; Esmail et al., 2011; Marais et al., 2010; Young et al., 2009). Ce 
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ralentissement du métabolisme, ou dormance, serait dû à l’environnement nécrotique, caséeux 
et hypoxique dans lequel M. tuberculosis survit dans l’hôte, le granulome (Russell, 2007; 
Ulrichs and Kaufmann, 2006). Plusieurs études réalisées avec un modèle in vitro d’hypoxie, 
le « Wayne model », ont mis en évidence un arrêt de croissance et une adaptation métabolique 
du bacille tuberculeux dans les conditions pauvres en oxygène (Marais et al., 2010; Wayne 
and Lin, 1982). En particulier, un régulon de dormance appelé Dos pour « Dormancy 
survival » est activé dans ces conditions (Boon and Dick, 2002; Park et al., 2003). Le régulon 
Dos comprend environ cinquante gènes parmi lesquels des gènes impliqués dans la respiration 
des nitrates ou dans l’utilisation de sources de carbone alternatives, telles que les triglycérides 
(Marais et al., 2010). Certains de ces gènes seraient également impliqués dans la sortie de la 
dormance et la reprise de la réplication active (Mueller et al., 2011).  
 
 A l’heure actuelle, le traitement des tuberculoses latentes consiste en la prise d’INH 
pendant 6 à 9 mois et jusqu’à 36 mois pour les patients co-infectés avec le VIH. L’INH est 
actif contre les mycobactéries qui se multiplient activement mais son efficacité est faible sur 
celles dont le métabolisme est ralenti (de Steenwinkel et al., 2010). Au vu des changements 
du métabolisme de M. tuberculosis pendant la latence, il semble que l’utilisation de l’INH soit 
particulièrement inadaptée pour traiter ces formes de la maladie. L’utilisation de RIF ou de 
PZA en association avec l’INH permet de réduire la thérapie de 3 à 4 mois mais n’empêche 
pas systématiquement la réactivation de la maladie (Young et al., 2009). Ainsi, 
l’identification des mécanismes mis en jeu par M. tuberculosis pour survivre dans l’hôte et 
réactiver la maladie pourrait permettre la mise au point de traitement efficace contre les 
formes latentes de la tuberculose. 
 
 
3. L’interaction avec d’autres médicaments 
 
 L’élaboration d’un traitement adapté aux patients co-infectés avec le VIH est un défi 
majeur de la lutte antituberculeuse. Pour traiter les deux infections, ces patients suivent deux 
chimiothérapies qui présentent des interactions. Par exemple, la RIF augmente l’expression de 
CYP3A4 et de la p-glycoprotéine, rendant ainsi les concentrations en inhibiteurs de protéases 
du traitement anti-VIH inefficaces (L'Homme R et al., 2009; la Porte et al., 2004). Près de 




III. Vers de nouveaux antituberculeux 
 
 Plusieurs molécules à pouvoir antituberculeux sont actuellement en développement 
parmi lesquelles dix ont atteint la phase clinique (Tableau 2). Récemment, l’efficacité d’une 
nouvelle classe de molécules, les benzothiazinones, sur des souches MDR et XDR de M. 
tuberculosis a été mise en évidence. Le représentant de la famille, le BTZ043, est en phase 
tardive du développement pré-clinique (Almeida Da Silva and Palomino, 2011; Cole and 
Riccardi, 2011; Villemagne et al., 2012). Ces nouvelles molécules ciblent des voies 
métaboliques variées telles que la synthèse de composés de l’enveloppe, la respiration ou la 
synthèse des molécules d’acides (désoxy)ribonucléiques (Figure 7). 
 
Composé Année de découverte Classe chimique Stade du développement 
Moxifloxacine 
Gatifloxacine 1970 Fluoroquinolones Essais cliniques phase III 
Rifamycines semi-
synthétiques 1959 Rifamycines Essais cliniques phase III 




2006 Nitroimidazoles Essais cliniques phase II 




2010 Oxazolidinones Essais cliniques phase II 
AZD5847 2009 Oxazolidinones Essais cliniques phase I 
BTZ043 2009 Benzothiazinones Pré-clinique 
 
Tableau 2 : Stade du développement de molécules à activité antituberculeuse. D’après Cole and Riccardi, 









1. Les fluoroquinolones  
 
 La lévofloxacine, la moxifloxacine (MOXI) et la gatifloxacine sont des 
fluoroquinolones (FQs) de nouvelle génération efficaces sur les formes réplicatives 
extracellulaires et les formes latentes intracellulaires de M. tuberculosis (Garcia-Tapia et al., 
2004). Dans le modèle murin, le cocktail MOXI/RIF/PZA permet de réduire le traitement de 2 
mois par rapport à la combinaison RIF/PZA ou RIF/PZA/INH (Nuermberger et al., 2004). 
Chez l’homme, la MOXI est peu toxique, très efficace et pourrait permettre de réduire la 
durée du traitement (Burman et al., 2006; Lu and Drlica, 2003; Rodriguez et al., 2004; 
Rosenthal et al., 2006). 
 
 
2. Le TMC207 
 
Le TMC207 est une diarylquinoline qui inhibe la sous-unité τ de l’ATP synthase 
(Andries et al., 2005). Le composé est actif sur les isolats sensibles ou MDR, pendant la phase 
de multiplication active ou la phase chronique de l’infection dans le modèle murin (Andries et 
al., 2005; Lounis et al., 2006; Veziris et al., 2009). Chez l’homme, TMC207 permet une 
diminution du nombre de bactéries cultivables dans les crachats de patients à partir du 
quatrième jour de traitement (Rustomjee et al., 2008). La mutation du gène atpE qui code 
pour la sous-unité τ de l’ATP synthase rend les souches de M. tuberculosis résistantes au 
TMC207 (Andries et al., 2005). Des isolats résistants ne portant pas de mutation sur le gène 
atpE ont été isolés, suggérant l’existence d’autres mécanismes de résistance et, peut-être, 
d’autres cibles cellulaires (Barry and Blanchard, 2010; Huitric et al., 2010). Le TMC207 est 
métabolisé par l’isoenzyme CYP3A4 du cytochrome P450 dont l’activité est augmentée par la 
RIF (Lounis et al., 2008; Matteelli et al., 2010). Cette propriété pourrait rendre difficile la co-
administration du TMC207 avec d’autres molécules antituberculeuses qui pourraient 








3. Les nitroimidazoles 
 
 Le PA-824 et l’OPC-67683 sont bactéricides sur les formes métaboliquement actives 
et dormantes (contenues dans les granulomes hypoxiques) du bacille tuberculeux, ainsi que 
sur les souches multi-résistantes in vivo (Hu et al., 2008; Hurdle et al., 2008; Matsumoto et 
al., 2006; Stover et al., 2000; Tyagi et al., 2005). Ces composés sont des prodrogues qui, une 
fois activées, présentent des activités inhibitrices variables en fonction du contexte : en 
conditions aérobies, ils inhibent la synthèse des acides mycoliques, alors qu’en conditions 
anaérobies, ils perturberaient la chaîne respiratoire (Matsumoto et al., 2006; Stover et al., 
2000). Des souches résistantes au PA-824 isolées in vitro présentent des mutations dans des 
gènes impliqués dans son activation (Manjunatha et al., 2006). Combinées à la RIF ou à la 
PZA, les nitroimidazoles permettent de réduire la durée du traitement de deux à trois mois 
chez la souris (Matsumoto et al., 2006; Tasneen et al., 2008). 
 
 
4. Les analogues de l’ethambutol 
 
Le SQ109 inhibe la croissance de M. tuberculosis en bloquant la synthèse de la paroi. 
Son activité n’est pas connue et ne concerne pas les cibles EmbA et EmbB de l’EMB, et les 
souches résistantes à l’EMB restent sensibles au SQ109 (Boshoff et al., 2004; Protopopova et 
al., 2005). In vitro, le SQ109 agit en synergie avec le TMC207, la RIF ou l’INH (Chen et al., 
2006; Reddy et al., 2010). Chez la souris, l’ajout du SQ109 à la thérapie classique améliore 
son efficacité (Nikonenko et al., 2007). Cette facilité de combinaison avec d’autres drogues 
fait du SQ109 un bon candidat pour son intégration dans la thérapie antituberculeuse qui 
nécessite souvent l’utilisation conjointe de plusieurs antibiotiques.  
 
 
5. Les rifamycines semi-synthétiques 
 
 Les rifamycines semi-synthétiques (rifampicine, rifapentine et rifabutine) sont de 
puissants inhibiteurs de l’ARN polymérase (rpoB) déjà utilisées pour traiter des infections 
bactériennes variées (Aristoff et al., 2010). L’introduction de mutation dans la région RRDR 
de rpoB confère une résistance aux rifamycines mais certaines mutations sont spécifiques à 
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l’une ou l’autre des molécules (Williams et al., 1998). La rifapentine est plus active que la 
RIF chez la souris et permet, en combinaison avec la PZA et la RIF, d’éliminer M. 
tuberculosis des poumons murins en 10 à 12 semaines (Rosenthal et al., 2007; Rosenthal et 
al., 2008). Le temps de demi-vie sérique de la rifapentine étant plus long que celui de la RIF, 
la prise de l’antibiotique pourrait être moins fréquente (Burman et al., 2001). A l’image de la 
RIF, la rifapentine ne peut pas être utilisée chez les patients co-infectés avec le VIH car elle 
interagit avec deux des trois classes d’antirétroviraux utilisés pour traiter l’infection au VIH 
(Burman et al., 1999). 
 
 
6. Les oxazolidinones 
 
 Les oxazolidinones, linézolide, PNU-100480 et AZD5847, inhibent la synthèse 
protéique en se liant à la sous-unité ribosomale 50S (Lin et al., 1997; Swaney et al., 1998). 
Ces composés sont hautement bactéricides pour M. tuberculosis in vitro et in vivo, en 
particulier le PNU-100480 et l’AZD5847 (Alcala et al., 2003; Alffenaar et al., 2011; 
Cynamon et al., 1999; Williams et al., 2009). Le linézolide traite efficacement les 
tuberculoses MDR et XDR chez l’homme mais cause des dommages neurologiques (Fortun et 
al., 2005; von der Lippe et al., 2006). Au contraire, des tests cliniques de phase 1 montrent 
que le PNU-100480 et l’AZD5847 sont bien tolérés (Wallis et al., 2010; Wallis et al., 2011) 
(www.clinicaltrials.gov/ct2/results?term=azd5847). La résistance aux oxazolidinones est peu 
fréquente et elle est généralement associée à la mutation du gène de l’ARN 23S (Bobkova et 
al., 2003).  
 
 
7. Les benzothiazinones 
 
Les benzothiazinones (BTZ) sont hautement bactéricides in vitro, ex vivo et pendant la 
phase chronique de l’infection chez la souris (Makarov et al., 2009). Le candidat le plus 
prometteur de cette famille de molécules est le BTZ043 qui inhibe la biosynthèse de 
l’arabinogalactane en interagissant avec la sous-unité DprE1 de la décaprenylphosphoryl-β-D-
ribose 2’-épimérase (Makarov et al., 2009). La mutation de DrpE1 confère une résistance 
importante au BTZ043 mais elle est peu fréquente (Makarov et al., 2009; Pasca et al., 2010). 
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Figure 7: Représentation schématique des mécanismes d’action des antituberculeux en cours de 
développement. AG, arabinogalactane, Cyt. C oxidase, Cytochrome c oxidase ; NO, monoxyde d’azote ; RNIs, 
espèces réactives de l’azote. Adapté de Ma et al., 2010. 
 
 
L’existence de tels candidats antituberculeux est très encourageant et pourrait 
potentiellement offrir la possibilité de tester de nombreuses combinaisons de molécules afin 
d’améliorer le traitement actuel ou d’en créer de nouveaux. Cependant, le développement 
d’un nouveau médicament est un processus lent comportant de nombreuses étapes. Le taux 
d’échec est important et beaucoup de molécules prometteuses ne passent pas l’étape des essais 
cliniques. 
 
La recherche de nouvelles molécules antituberculeuses n’est pas la seule approche 
envisagée pour la mise en place de nouveaux traitements. Récemment, une stratégie dont 
l’objectif est d’augmenter la sensibilité de M. tuberculosis aux antibiotiques couramment 
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utilisés a été proposée (Willand et al., 2009). Cette stratégie a pour principe d’amplifier 
l’activité des prodrogues en augmentant leur niveau d’activation dans la cellule. Ces travaux 
ont été menés avec l’éthionamide (ETH), antibiotique de seconde ligne inhibant la 
biosynthèse des acides mycoliques, comme l’INH, mais devant être utilisé à des 
concentrations plus élevées, accentuant ainsi sa toxicité. L’ETH est une prodrogue activée par 
la monooxygénase EthA dont l’expression est sous le contrôle d’un régulateur transcriptionnel 
de type TetR, EthR (Baulard et al., 2000; Engohang-Ndong et al., 2004). Le répresseur EthR 
est responsable du faible niveau d’expression du gène ethA et donc du faible niveau 
d’activation de l’ETH (Baulard et al., 2000). L’inhibition de la liaison d’EthR à l’ADN par 
des petits composés augmente l’efficacité de l’antibiotique contre M. tuberculosis in vitro et 
in vivo (Willand et al., 2009). L’INH, la prothionamide et la PZA sont d’autres prodrogues 
actuellement utilisées pour traiter les patients tuberculeux. L’utilisation de cette stratégie 
pourrait potentiellement permettre d’augmenter leur efficacité d’autant plus qu’il a été montré 
que la surproduction des activateurs KatG et PcnA, qui activent l’INH et la PZA 
respectivement, augmente significativement leur efficacité contre les mycobactéries (Boshoff 
and Mizrahi, 2000; Wilson et al., 1995). 
 
La connaissance des voies métaboliques impactées par les molécules inhibitrices et les 
conséquences qu’elles engendrent dans la physiologie de M. tuberculosis sont essentielles 
pour la mise en place de thérapies ciblées efficaces. Parmi les cibles de la recherche 
antituberculeuse, les enzymes qui interviennent dans la biosynthèse des composés de 
l’enveloppe mycobactérienne sont privilégiées car beaucoup de ces composés sont essentiels 
pour la viabilité du bacille tuberculeux et/ou ont un rôle prépondérant dans la virulence de la 
bactérie. Dans le chapitre suivant, la composition et la structure de l’enveloppe de M. 
tuberculosis seront présentées. Un descriptif des rôles biologiques et des voies de biosynthèse 






C.  L’ENVELOPPE DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 
 
I. Structure et composition 
 
 Les bactéries du genre Mycobacterium répondent positivement à la coloration de Gram 
bien que l’architecture de leur paroi cellulaire soit proche de celle des Gram négatifs. 
L’enveloppe des mycobactéries est caractérisée par une teneur élevée en lipides : entre 30 et 
60% de la masse sèche (Anderson, 1940). Parmi ces lipides, les acides mycoliques confèrent 
aux mycobactéries une particularité de coloration dénommée acido-alcoolo résistance qui 
permet de les différencier de la majorité des autres bactéries lors de la coloration de Ziehl-
Neelsen, coloration à la base du test diagnostic le plus couramment utilisé pour mettre en 
évidence une tuberculose. 
 
 L’enveloppe mycobactérienne consiste en une membrane plasmique surmontée par 
une paroi composée d’une couche de peptidoglycane liée de façon covalente à une couche 
d’arabinogalactane sur laquelle sont estérifiés des acides gras à longues chaînes spécifiques 
du genre Mycobacterium, les acides mycoliques (Figure 8). Les acides mycoliques liés 
forment le feuillet interne d’une deuxième bicouche lipidique, la mycomembrane, dont le 
feuillet externe est constitué par des lipides complexes nommés « lipides extractibles » avec 
lesquels ils interagissent via des interactions hydrophobes (Minnikin, 1982). Deux modèles 
d’organisation de la mycomembrane ont été proposés : (i) un modèle asymétrique dans lequel 
le feuillet interne de la mycomembrane est formé d’un mélange d’acides mycoliques liés et de 
lipides extractibles, les mycolates ont alors une conformation repliée et sont entremêlés avec 
les chaînes d’acides gras des lipides extractibles (Figure 8), (ii) un modèle dans lequel les 
lipides extractibles sont présents dans les deux feuillets de la mycomembrane, les mycolates 
sont étendus entièrement dans la mycomembrane ou partiellement, constituant ainsi une partie 
interne de la mycomembrane (Figure 9) (Hoffmann et al., 2008; Zuber et al., 2008). Enfin, la 
paroi des mycobactéries est séparée du milieu extérieur par une structure périphérique appelée 
« capsule » composée majoritairement de protéines (40-55%) et de polysaccharides (30-55%) 








Figure 8 : Représentation schématique de l’enveloppe de M. tuberculosis. Dans ce modèle de 
mycomembrane, les acides mycoliques (en noir) ont une conformation repliée. Les phospholipides (PLs) sont 
en bleu foncé, les glycophospholipides (GPLs) en bleu clair, les monomycolates de tréhalose (MMT) en rouge et 







Figure 9 : Représentation schématique de la mycomembrane selon le modèle de Hoffmann et coll. 
(2008). Les lipides extractibles sont présents dans les deux feuillets de la mycomembrane. (A) Premier modèle : 
les acides mycoliques (en rouge) s’étendent sur la totalité de l’épaisseur de la mycomembrane. (B) Deuxième 
modèle : la partie distale des acides mycoliques constitue une partie plus interne de la mycomembrane. La 
porine MspA de M. smegmatis représentée au centre de la mycomembrane est donnée en guise d’échelle 







II. Les lipides de l’enveloppe 
 
1. Les acides mycoliques 
 
 Les acides mycoliques sont des acides gras α-branchés β-hydroxylés particulièrement 
longs, entre 70 et 90 atomes de carbone. Ils sont composés de deux chaînes : une chaîne 
courte (chaîne alpha) comportant 24 à 26 atomes de carbone et une chaîne longue (chaîne 
méromycolique) formée de 48 à 62 atomes de carbone. La chaîne méromycolique présente 
des décorations chimiques telles que des fonctions oxygénées ou méthoxyl, à deux positions 
de la chaîne appelées position distale et proximale. Chez M. tuberculosis, il existe trois formes 
majoritaires d’acides mycoliques : (i) alpha, avec un groupe cis-cyclopropane en position 
distale et proximale ; (ii) métoxy, avec une fonction cyclopropane en position proximale et 
une fonction méthoxy en position distale ; (iii) céto, avec une fonction cyclopropane en 
position proximale et une fonction cétone en position distale (Figure 10). Au niveau de 
l’enveloppe mycobactérienne, les acides mycoliques sont présents sous deux formes : une 
forme estérifiée aux unités penta-arabinofuranosyles de l’arabinogalactane et une forme libre 
sous forme d’esters de tréhalose : monomycolate de tréhalose (MMT) et dimycolate de 
tréhalose (DMT) (Daffe and Draper, 1998; McNeil et al., 1991). Les acides mycoliques sont 
essentiels à la viabilité des mycobactéries (Takayama et al., 1972; Vilcheze et al., 2000).  
 
 





2. Les polykétides 
 
 L’enveloppe de M. tuberculosis contient de nombreux lipides appelés polykétides, 
lipides complexes dont la biosynthèse fait intervenir une famille d’enzymes, les polykétides 
synthases (Pks). Les polykétides ne sont pas essentiels à la survie de M. tuberculosis mais 
certains sont impliqués dans le dialogue qui s’établit entre l’hôte et le bacille tuberculeux. En 
particulier, les dimycosérosates de phtiocérol (DIM), seuls polykétides retrouvés dans tous les 
isolats cliniques de M. tuberculosis, jouent un rôle important dans la survie du bacille 
tuberculeux chez l’hôte (cf. paragraphe C. III. 2.). L’absence de production d’un ou de 
plusieurs polykétides chez une souche du bacille tuberculeux résulte de la mutation de gènes 
impliqués dans leur voie de biosynthèse (Guilhot and Daffé, 2008). 
 
 
a. Les dimycosérosates de phtiocérol (DIM) et les dimycosérosates de phénolphtiocérol 
(PGL) 
 
 Les DIM sont composés d’une longue chaîne de β-diol (C33-C31), le phtiocérol, sur 
laquelle sont estérifiés deux acides gras méthyl-branchés spécifiques, les acides 
mycosérosiques (C27-C31). La présence des DIM a été mise en évidence dans tous les isolats 
cliniques de M. tuberculosis (Daffe and Draper, 1998). Les DIM jouent un rôle dans la 






Figure 13 : Structures du dimycosérosate de phtiocérol (DIM) et du dimycosérosate de phénolphtiocérol 




Les dimycosérosates de phénolphtiocérol ou phénolglycolipides (PGL) sont composés 
d’une partie lipidique identique à celles des DIM mais, à l’extrémité de la chaîne phtiocérol, 
un groupement phénol est lié à une partie sucrée (Daffe et al., 1987). Le nombre et la nature 
des sucres varient selon l’espèce bactérienne. M. tuberculosis produit majoritairement du 
PGL-tb dont les trois sucres, un résidu fucose et deux résidus rhamnose, sont méthylés (Daffe 
and Laneelle, 1988). Contrairement aux DIM, le PGL n’est produit que par une minorité 
d’isolats de M. tuberculosis (Daffe and Laneelle, 1988) (Figure 13). 
 
 
b. Les polykétides à tréhalose 
 
 Les polykétides à tréhalose sont constitués d’une molécule de tréhalose estérifiée par 
différents acides gras. 
 
Les sulfolipides 1 (SL-1) 
Les sulfolipides sont composés d’une molécule de tréhalose sulfaté et estérifié par un à 
quatre acides gras. Les sulfolipides majeurs de M. tuberculosis sont les formes tétra-acylés 
SL-1. Le tréhalose est alors sulfaté en position 2 et acylé en position 2’ par un acide 
palmitique ou stéarique. Les positions 3’, 6’ et 6 sont acylées par des acides gras spécifiques 
du genre mycobactérien, les acides phtiocéraniques et hydroxyphtiocéraniques (Goren et al., 





Figure 11 : Structure du sulfolipide majeur de M. tuberculosis H37Rv (SL-1). Le tréhalose est sulfaté en 
position 2 et acylé en position 2’ par un acide palmitique ou stéarique, en position 3’ par un acide 






Les diacyltréhaloses (DAT), triacyltréhaloses (TAT) et polyacyltréhaloses (PAT) 
Les DAT sont composés d’un résidu tréhalose acylé par un acide palmitique ou stéarique, 
et par un acide gras saturé di-méthyle ramifié, acide mycosanoïque, ou tri-méthyle ramifié 
contenant une insaturation (acide phtiénoïque) ou un groupement hydroxyl (acide 
mycolipanolique) (Besra et al., 1992; Lemassu et al., 1991; Minnikin et al., 1985). Dans le 
cas des TAT, le tréhalose est acylé avec des acides stéariques, palmitiques ou mycolipéniques 
(Munoz et al., 1997). Les PAT sont des esters de tréhalose acylé avec cinq acides gras, tels 
que les acides mycolipanolique et mycolipénique (Daffe et al., 1988; Dubey et al., 2003; 









3. Les mycobactines 
 
M. tuberculosis synthétise deux composés structurellement proches qui lui permettent 
de capter le fer présent dans le milieu environnant: la mycobactine (MBT) et la 
carboxymycobactine (CMBT) (Ratledge, 2004). Ces sidérophores sont des composés mixtes 
« polykétides/peptides » constitués d’un N-aminoacyl et d’un groupement 
hydroxyphényloxazoline lié, via une amide, à un résidu lysine hydroxylé et acylé. Un 
polykétide et une lysine cyclisée complètent leur structure (Lane et al., 1995) (Figure 14). La 
chaîne grasse de la MBT est plus longue que celle de la CMBT (C17 versus C2-C9 ; Figure 14). 
La CMBT, plus polaire, est libérée dans le milieu extérieur alors que la MBT reste associée à 






Figure 14: Les sidérophores de M. tuberculosis. La mycobactine et la carboxymycobactine partagent une 
structure commune mais diffèrent au niveau de la longueur de la substitution alkyl. Cette variation détermine 
leur polarité et leur solubilité. Les groupements impliqués dans la liaison au Fe
3+




Certains lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis contribuent à sa structuration et au 
maintien de son imperméabilité. C’est le cas des DIM et des acides mycoliques contenant des 
fonctions oxygénées, qui sont directement impliqués dans l’imperméabilité de l’enveloppe, et 
des DAT/PAT dont la suppression provoque une agrégation importante des bactéries en 
culture liquide (Camacho et al., 2001; Dubey et al., 2002; Dubey et al., 2003). Certains des 
lipides de l’enveloppe sont également impliqués dans la pathogénicité du bacille tuberculeux 
en modulant, par exemple, la réponse immunitaire de l’hôte lors de l’infection. Les rôles des 




III. Rôles des lipides de l’enveloppe dans la pathogénicité de 
Mycobacterium tuberculosis 
 
1. Les acides mycoliques 
 
 Les acides mycoliques sont des composés essentiels qui ont un rôle primordial dans la 
structuration de l’enveloppe. Les formes estérifiées au tréhalose, MMT et DMT, sont 
impliquées dans la pathogénie de M. tuberculosis. Dès l’arrivée du bacille tuberculeux au 
contact des cellules de l’hôte, l’interaction des DMT avec certains récepteurs provoque la 
mise en place d’une réponse de type inflammatoire (Bowdish et al., 2009; Ishikawa et al., 
2009; Schoenen et al., 2010). Des DMT purifiés incubés avec des macrophages murins ou 
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injectés à des souris provoquent la sécrétion de cytokines essentielles au contrôle de 
l’infection par M. tuberculosis (Lima et al., 2001; Welsh et al., 2008). 
  
Les décorations présentes sur les acides mycoliques estérifiés sur le tréhalose des 
DMT semblent jouer un rôle dans leur pouvoir pro-inflammatoire. Chez M. tuberculosis, le 
gène pcaA code pour une méthyltransfrase qui catalyse l’introduction de fonctions 
cyclopropanes au niveau de la position proximale de la chaîne méromycolique. L’inactivation 
du gène pcaA chez M. tuberculosis a pour conséquence l’atténuation de la virulence du bacille 
tuberculeux dans le modèle murin (Glickman et al., 2000; Rao et al., 2005). La longueur des 
acides mycoliques contribue également à la pathogénicité du bacille tuberculeux. En effet, 
une souche de M. tuberculosis mutée sur le gène kasB et produisant ainsi des acides 
mycoliques plus courts, est beaucoup moins virulente chez la souris (Bhatt et al., 2007).  
 
 Les DMT sont impliqués dans le devenir du phagosome suite à la phagocytose de M. 
tuberculosis par les macrophages. Des billes recouvertes de DMT phagocytées par des 
macrophages murins entraînent un ralentissement de la maturation du phagosome avec un 
arrêt prolongé aux étapes précoces de la maturation. Ce phagosome dont la maturation a été 
arrêtée, n’est ni acide ni hydrolytique, mais similaire à ceux dont la maturation a été 
interrompue par les mécanismes de défense de M. tuberculosis (Axelrod et al., 2008). De 
manière similaire, des macrophages murins infectés avec une souche sauvage de M. 
tuberculosis dépourvue de lipides extractibles (suite à un traitement chimique) et recouverte 
de molécules de DMT purifiées amèneront les bactéries dans des phagosomes moins acides 
que celles dépourvues de DMT (Indrigo et al., 2002). 
 
 
2. Les DIM et les PGL 
 
 Les DIM participent de façon prépondérante à la pathogénicité de M. tuberculosis. De 
manière globale, les souches du bacille tuberculeux déficientes en DIM se multiplient moins 
bien dans les organes de cobayes ou de souris que la souche parentale correspondante 
(Camacho et al., 1999; Cox et al., 1999; Goren et al., 1974; Rousseau et al., 2004). Cet effet 




 Les DIM jouent un rôle lors de l’entrée de M. tuberculosis dans les macrophages en 
interagissant avec certains récepteurs présents à leur surface (Astarie-Dequeker et al., 2009). 
Après l’internalisation du bacille tuberculeux, les DIM seraient impliqués dans le blocage de 
la maturation du phagosome en empêchant son acidification (Astarie-Dequeker et al., 2009; 
Pethe et al., 2004). Les DIMs seraient également impliqués dans la multiplication du bacille 
tuberculeux au sein des macrophages en permettant au bacille de résister aux RNI (Reactive 
Nitric Intermediate), des radicaux toxiques fortement microbicides produits par les 
macrophages infectés (Rousseau et al., 2004). De façon concordante, les DIM seraient 
responsables d’une diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires par les 
macrophages murins, en particulier du TNF-α qui induit la production de RNI dans les 
macrophages (Bose et al., 1999). 
 
 La production de PGL chez M. tuberculosis est associée avec un phénotype hyper-
virulent chez la souris du fait de son caractère anti-inflammatoire qui se traduit par une 
capacité à inhiber la production de plusieurs médiateurs pro-inflammatoires (TNF-α, IL-12, 
IL-6 et MCP-1) impliqués dans le contrôle de l’infection à M. tuberculosis (Hasan et al., 
2005; Lima et al., 2001; Reed et al., 2004). Dans les macrophages humains, le PGL induit la 
production in vitro d’IL-4 et d’IL-13, deux cytokines qui désactivent les phagocytes. De façon 
concordante, des monocytes humains incubés avec des extraits lipidiques mycobactériens 
dépourvus de PGL produisent de l’IL-12 (Manca et al., 2004). 
 
 Le rôle du PGL a également été étudié dans le contexte de l’infection du système 
nerveux central (SNC) observée chez le lapin lors des tuberculoses méningées. Dans ce 
contexte, le PGL est impliqué dans la persistance, la dissémination et la virulence du bacille 
tuberculeux (Tsenova et al., 2005). 
 
 
3. Les polykétides à tréhalose 
 
c. Les sulfolipides 1 (SL-1) 
 
 Les sulfolipides seraient capables de moduler les réponses cellulaires de l’hôte telles 
que la fusion phagosome-lysosome et la production de cytokines (Brozna et al., 1991; Goren 
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et al., 1976b; Pabst et al., 1988; Zhang et al., 1988). Le rôle des SL-1 dans la virulence de M. 
tuberculosis a été étudié par la construction de souches mutées sur des gènes impliqués dans 
sa biosynthèse ou son transport (Converse et al., 2003; Domenech et al., 2004; Kumar et al., 
2007; Rousseau et al., 2003b). Parmi ces gènes, mmpL8 serait impliqué dans le transport des 
intermédiaires di-acylés des SL-1
. 
Les souches de M. tuberculosis mutées
 
sur ce gène ne 
produisent plus de SL-1 mais accumulent des sulfolipides di-acylés, et leur virulence est 
atténuée dans la souris (Converse et al., 2003; Domenech et al., 2004). D’autres souches 
mutées sur des gènes impliqués dans les étapes précoces de la voie de biosynthèse des SL-1 
tels que pks2, papA1 ou papA2, et ne produisant plus de SL-1 ou d’intermédiaires di-acylés, 
ne présentent pas d’atténuation de leur virulence dans la souris, le cobaye et dans les 
macrophages murins (Converse et al., 2003; Kumar et al., 2007; Rousseau et al., 2004). 
L’atténuation de la virulence des souches ∆mmpL8 ne semble donc pas causée par l’absence 
de SL-1 mais pourrait potentiellement être la conséquence de l’absence du transport d’un 
autre composé dont la translocation serait dépendante de MmpL8 ou causée par 
l’accumulation des sulfolipides di-acylés (Converse et al., 2003). D’autre part, il a été montré 
que ces sulfolipides di-acylés sont des antigènes capables de stimuler les lymphocytes T (LT) 
(Gilleron et al., 2004). Ces LT spécifiques des sulfolipides di-acylés sont capables de 




d. Les diacyl-tréhaloses (DAT) et les polyacyl-tréhaloses (PAT) 
 
 Les DAT semblent avoir un pouvoir immuno-modulateur sur les macrophages et les 
lymphocytes T in vitro (Lee et al., 2007; Saavedra et al., 2001). Des monocytes humains pré-
traités avec des DAT purifiés et infectés avec M. tuberculosis sécrètent moins de cytokine 
pro-inflammatoires (TNF-α, d’IL-12p40 et d’IL-6) que les monocytes non pré-traités (Lee et 
al., 2007). Les DAT sont également capables de restreindre la prolifération des lymphocytes 
T murins malgré la présence de concanavaline A, un activateur de la prolifération cellulaire 
(Saavedra et al., 2001). En revanche, les DAT et les PAT ne semblent pas être impliqués dans 
la réplication et la persistance du bacille tuberculeux dans les poumons, rate et foie de souris 




4. Les mycobactines 
 
Le fer est un facteur de croissance indispensable pour la plupart des bactéries car il est 
requis pour de nombreux processus métaboliques primordiaux tels que la synthèse d’ADN et 
la défense contre les ROI (Reactive Oxygen Intermediate) (Weinberg, 1978). Dans l’hôte, les 
concentrations en fer sont de 1011 à 1012 fois inférieures à celles requises pour la survie des 
bactéries pathogènes qui produisent alors des sidérophores afin de maintenir une homéostasie 
en fer correcte (Andrews et al., 2003). Les sidérophores de M. tuberculosis, la mycobactine 
(MBT) et la carboxymacobactine (CMBT) ont un rôle important pour sa survie dans les 
environnements pauvres en fer tels que les macrophages (De Voss et al., 2000). En effet, les 
mutants de M. tuberculosis déficients en MBT/CMBT croissent difficilement dans les milieux 
pauvres en fer et dans les macrophages humains (De Voss et al., 2000). De façon 
concordante, des gènes de la voie de biosynthèse des MBT et CMBT ont un niveau 
d’expression plus élevé chez M. tuberculosis in vitro dans les milieux pauvres en fer, dans les 
macrophages et dans les poumons de souris (Gold et al., 2001; Rodriguez et al., 2002; 
Schnappinger et al., 2003; Talaat et al., 2004; Timm et al., 2003).  
 
 Parmi les composés présents dans l’enveloppe de M. tuberculosis, les acides 
mycoliques et les polykétides ont une importance particulière du fait de leur essentialité ou de 
leur implication dans la pathogénie et la virulence du bacille tuberculeux. La production de 
ces composés requiert l’intervention de plusieurs systèmes de biosynthèse : des Fatty Acid 
Synthases (FAS), des polykétides synthases (Pks) et, dans le cas des mycobactines, de 
systèmes de synthèse peptidique non ribosomale ou Non Ribosomal Peptide Synthetases 
(NRPS). Les systèmes FAS, Pks et NRPS constituent donc des cibles potentielles pour le 
développement de nouveaux antituberculeux. Dans le chapitre suivant, le rôle de ces systèmes 




D. ROLE DES FATTY ACID SYNTHASES, DES POLYKETIDES 
SYNTHASES ET DES NON RIBOSOMAL PEPTIDE 




I. Les Fatty Acid Synthases, les Polyketide Synthases et Non Ribosomal 
Peptide Synthetases 
 
1. Les Fatty Acid Synthases (FAS) 
 
 Les Fatty Acid Synthases sont des systèmes enzymatiques permettant la biosynthèse 
des acides gras (Leibundgut et al., 2008; Schweizer and Hofmann, 2004). Ces enzymes, 
présentes dans tous les règnes du vivant, ont donc un rôle central dans des mécanismes 
indispensables à la physiologie cellulaire, tels que le stockage de l’énergie, et dans le maintien 
de l’intégrité des membranes. Les systèmes FAS peuvent être des enzymes multi-domaines ou 
des complexes enzymatiques mais les mécanismes réactionnels d’élongation et de réduction 
permettant la biosynthèse des acides gras demeurent identiques. La biosynthèse des acides 
gras est réalisée selon un mécanisme itératif comportant quatre étapes enzymatiques 
successives : condensation, réduction, déshydratation et réduction. Pour réaliser ces 
différentes réactions, les systèmes FAS disposent de plusieurs activités catalytiques : cétoacyl 
synthase (KS), acyltransférase (AT) ou malonyl/acetyl transférase (MAT), enoyl réductase 
(ER), déshydratase (DH), malonyl/palmitoyl transférase (MPT), cétoacyl réductase (KR) et 
thioestérase (TE). Les systèmes FAS possèdent également un domaine porteur Acyl Carrier 
Protein (ACP). 
  
 La biosynthèse des acides gras est initiée par le transfert sur le domaine ACP d’un 
précurseur acylé, en général de l’acétate disponible sous forme d’acétyl-CoA, par une 
acyltransférase. Les cycles itératifs de condensation, réduction, déshydratation et réduction 
permettent d’allonger la chaîne acyle de deux atomes de carbone à chaque cycle en utilisant 
comme unité d’élongation du malonyl-CoA obtenu par carboxylation de l’acétyl-CoA. Les 
produits obtenus sont libérés sous forme d’acyl-CoA ou d’acyl-ACP qui peuvent, par 
exemple, entrer dans la composition des bicouches lipidiques ou servir de précurseurs pour la 
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synthèse d’autres composés tels que des polykétides. L’initiation et la terminaison du 
processus de synthèse varient considérablement selon l’organisme ou le tissu concerné. Les 
précurseurs et unités d’élongation utilisés par les systèmes FAS, et les acides gras obtenus 
diffèrent également (Leibundgut et al., 2008; Schweizer and Hofmann, 2004). 
 
Selon leur organisation fonctionnelle, les systèmes FAS peuvent être classés en deux 
catégories. Les systèmes FAS de type I sont des enzymes multifonctionnelles regroupant les 
différents domaines catalytiques nécessaires au processus réactionnel sur une seule chaîne 
polypeptidique. Les systèmes FAS I sont majoritairement retrouvés dans le cytoplasme des 
cellules eucaryotes. Les levures et les champignons possèdent deux systèmes FAS I appelés 
FAS1 et FAS2. Les systèmes FAS de type II sont composés de plusieurs enzymes 
indépendantes interagissant ensemble pour former et allonger les chaînes d’acide gras. Les 
systèmes FAS II sont caractéristiques des bactéries, des plantes et des mitochondries. Dans la 
majorité des cas, les bactéries n’ont qu’un système FAS II pour assurer la production de leurs 
lipides (Schweizer and Hofmann, 2004). Les bactéries du genre Mycobacterium possèdent un 
système FAS I et un système FAS II. 
 
 
2. Les Polykétide Synthases (Pks) 
 
 Les Pks sont des enzymes multifonctionnelles présents dans de nombreux micro-
organismes. Ces enzymes catalysent la biosynthèse d’une grande variété de métabolites 
secondaires, les polykétides (Hopwood, 1997). Ces polykétides sont, par exemple, des 
molécules à pouvoir antibiotique (e.g. l’érythromycine A de Saccharopolyspora erythraea). 
Chez M. tuberculosis, les polykétides sont des composants intervenant dans la structuration de 
l’enveloppe et qui peuvent jouer un rôle dans la pathogénie. 
 Les Pks réalisent la synthèse de β-cétoesters grâce à des cycles successifs de 
condensation de petits acides carboxyliques après une étape de décarboxylation (Walsh et al., 
1997). A l’image des systèmes FAS, les Pks disposent de plusieurs activités enzymatiques qui 
réalisent les diverses étapes de la biosynthèse des polykétides. Trois domaines catalytiques 
essentiels des Pks sont impliqués dans la réaction de condensation permettant la formation du 
β-cétoester : le domaine acyltransférase (AT), le domaine cétoacyl synthase (KS) et le 
domaine porteur ACP. Initialement, le domaine AT sélectionne l’unité d’élongation et la 
transfère sur le domaine ACP. Le domaine KS catalyse la condensation de la chaîne carbonée 
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en cours d’extension avec l’unité d’élongation, ce qui aboutit à la formation d’un β-cétoester 
(Figure 15). Les Pks peuvent également avoir des domaines auxiliaires β-cétoacyl réductase 
(KR), déshydratase (DH) ou énoylréductase (ER) qui permettent la modification de la 
structure du β-cétoester après sa biosynthèse, ainsi qu’un domaine thioestérase (TE) qui 





Figure 15 : Représentation schématique des Pks de type I et des réactions de condensation et de 
modification d’un β-cétoester. Les domaines essentiels, ACP, KS et AT (en orange), catalysent la formation du 
β-cétoester. Les domaines optionnels DH, ER et KR (en bleu), permettent la modification du β-cétoester. 
D’après Keating and Walsh, 1999. 
  
 
Selon l’organisation des domaines catalytiques et leur mécanisme, les Pks peuvent être 
classées en trois familles (Gokhale et al., 2007a; Khosla et al., 1999). Les Pks de type I 
correspondent à de grandes chaînes polypeptidiques contenant l’ensemble des domaines 
catalytiques et fonctionnant de façon modulaire ou itérative (Figure 15). Les Pks de type II 
sont des systèmes enzymatiques constitués de protéines individuelles associées en complexes, 
chaque protéine du complexe ayant une activité catalytique spécifique. Enfin, les Pks de type 
III sont des petites protéines homodimériques fonctionnant de façon itérative. Ces enzymes 
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sont retrouvées chez les bactéries et les plantes et sont notamment représentées par la 
superfamille des chalcone synthases (CHS) (Austin and Noel, 2003). Les Pks de type III n’ont 
pas de domaine ACP mais utilise le CoA comme « porteur » du β-cétoester en cours 
d’élongation. 
 
 Les Pks de M. tuberculosis sont de type I et III. A l’heure actuelle, seules des Pks de 
type I ont été identifiées dans les voies de biosynthèse des composés de l’enveloppe du bacille 
tuberculeux (Guilhot and Daffé, 2008). 
 
 
3. Les Non Ribosomal Peptide Synthetases (NRPS) 
 
 Les NRPS, sont des enzymes multifonctionnelles présentes chez les bactéries et les 
mycètes, permettant la biosynthèse de composés peptidiques, tels que des sidérophores ou des 
antibiotiques, indépendamment des ribosomes. Ces enzymes de haut poids moléculaire ont 
une organisation fonctionnelle similaire à celle des Pks de type I, avec plusieurs domaines 
catalytiques ayant chacun une activité enzymatique spécifique (Challis and Naismith, 2004; 
Walsh, 2004). Trois domaines sont requis pour la synthèse des peptides : un domaine 
d’adénylation (A) qui catalyse la formation d’un aminoacyl-adénosine monophosphate à 
partir d’un acide aminé et le transfère sur un domaine porteur Peptidyl Carrier Protein (PCP), 
un domaine de condensation (C) qui catalyse la condensation de l’intermédiaire fixé sur le 
PCP avec le peptide en cours d’élongation. Le domaine C peut être substitué par un domaine 
de cyclisation (Cy) qui catalyse la condensation et l’hétérocyclisation des résidus sérine, 
cystéine et thréonine. Le domaine PCP peut être remplacé par un domaine Aryl Carrier 
Protein (ArCP) qui permet l’introduction de groupes aryl tels que l’acide salicylique au niveau 
de la chaîne peptidique (Crosa and Walsh, 2002). Les NRPS peuvent également avoir des 
domaines facultatifs : un domaine d’épimérisation (E) qui catalyse la racémisation des acides 
aminés, un domaine méthyltransférase (MT) qui méthyle la fonction amine des acides aminés 
et un domaine thioestérase (TE) qui libère le peptide formé (Challis and Naismith, 2004).  
Chez M. tuberculosis, la biosynthèse des mycobactines requiert l’intervention de trois 




II. Rôle des FAS dans la biosynthèse des lipides de l’enveloppe 
 
 
Le système FAS I de M. tuberculosis est codé par le gène fas (Cole et al., 1998). FAS 
I possède les sept domaines requis pour le cycle de synthèse : AT, ER, DH, MPT, ACP, KR et 
KS (Bloch and Vance, 1977; Fernandes and Kolattukudy, 1996) (Figure 16). Le FAS I 
mycobactérien catalyse la synthèse de novo d’acyl-CoA à partir d’acétyl-CoA et en utilisant 
du malonyl-CoA comme unité d’élongation. Les produits de FAS I sont des acyl-CoA dont la 
distribution est bimodale, avec majoritairement des acyl-CoA en C16-C18 et en C24-C26. Ces 
acyl-CoA peuvent être incorporés dans la membrane plasmique ou servir de substrat pour la 
biosynthèse des acides mycoliques : les acyl-CoA en C16-C18 seront, après élongation par FAS 
II, les précurseurs de la chaîne méromycolique alors que les acyl-CoA en C24-C26 
constitueront la chaîne alpha (Qureshi et al., 1984). 
 
Contrairement aux FAS II communément rencontrés chez les procaryotes, FAS II de 
M. tuberculosis ne catalyse pas la synthèse de novo d’acides gras à partir d’acétyl-CoA mais 
permet l’élongation des chaînes d’acides gras en C16-C18, probablement issues de FAS I, afin 
de produire les précurseurs de la chaîne méromycolique des acides mycoliques (Bloch, 1977; 
Odriozola et al., 1977). Les gènes du FAS II de M. tuberculosis sont organisés en trois unités 
transcriptionnelles, le cluster mtfabD-acpM-kasA-kasB-accD6, le cluster mabA-inhA et le 
cluster hadABC (Cole et al., 1998; Sacco et al., 2007). Ces gènes codent pour les enzymes de 
FAS II et pour la protéine AcpM qui porte la chaîne en cours d’élongation (Banerjee et al., 
1994; Banerjee et al., 1998; Brown et al., 2005; Kremer et al., 2001; Kremer et al., 2002; 
Marrakchi et al., 2000; Quemard et al., 1995; Sacco et al., 2007; Schaeffer et al., 2001b) 
(Figure 16). Les cycles d’élongation sont initiés par la condensation des acyl-CoA issus de 
FAS I avec l’unité d’élongation, le malonyl-ACP (Choi et al., 2000). A l’issue de chaque 
cycle, le produit obtenu est un acyl-ACP dont la chaîne acyle est allongée de deux atomes de 
carbone. L’acyl-ACP sera de nouveau allongé par FAS II via plusieurs cycles de condensation 
jusqu’à l’obtention d’une chaîne d’acide gras en C18-C30 (in vitro) (Marrakchi et al., 2008; 







Figure 16 : Représentations schématiques des systèmes FAS I et FAS II de Mycobacterium tuberculosis. a) 
FAS I présente sept domaines catalytiques (AT, ER, DH, MPT, KR, KS) et un domaine ACP, réunis sur une seule 
chaîne peptidique. b) FAS II est composés de neuf enzymes (MabA, InhA, MtbFabD, KasA, KasB, AccD6, HadA, 
HadB, HadC) et d’une protéine porteuse ACPm. D’après Leibundgut et al., 2008; Marrakchi et al., 2008. 
 
 
M. tuberculosis produit trois formes majoritaires d’acides mycoliques différenciables 
par la présence de fonctions méthoxyl, cyclopropane ou cétone en position distale de la chaîne 
méromycolique (cf. paragraphe C. II. 1. et Figure 10). Une fonction cyclopropane est 
également présente en position proximale. Ces différentes décorations seraient introduites 
grâce à l’activité de désaturases et de méthyltransférases, pendant ou après l’élongation des 
chaînes carbonées par le système FAS II (Barry et al., 1998; Schroeder et al., 2002). 
 
Les systèmes FAS I et FAS II de M. tuberculosis, deux chaînes d’acides gras sont 
produits : un dérivé acyl-CoA en C24-C26, précurseur de la chaîne α, et le précurseur de la 
chaîne méromycolique en C40-C60. Pour la formation des acides mycoliques, ces chaînes 
doivent être activées : l’acyl-CoA est carboxylé par un complexe acyl-CoA carboxylase 
comprenant AccA3-AccD4, et la chaîne méromycolique est activée sous forme d’acyl-AMP 
par une fatty acyl-AMP ligase, FadD32 (Gande et al., 2004; Portevin et al., 2005; Trivedi et 
al., 2004). Les deux chaînes sont ensuite condensées par une Pks, Pks13, permettant la 
production d’un intermédiaire β-cétoester (Portevin et al., 2004). Cet intermédiaire est ensuite 
réduit par la réductase CmrA, aboutissant ainsi à la formation d’un acide mycolique (Lea-








III. Rôle des Pks et NRPS dans la biosynthèse des lipides de l’enveloppe 
 
 
 Le génome de M. tuberculosis contient plus de 20 gènes codant potentiellement pour 
des Pks (Cole et al., 1998). Les Pks interviennent dans la synthèse de plusieurs composés 
lipidiques de l’enveloppe de M. tuberculosis (Gokhale et al., 2007b). 
 
 
1. Pks13 : biosynthèse des acides mycoliques 
 
 La protéine Pks13 réalise l’étape finale de la biosynthèse des acides mycoliques en 
catalysant la réaction de condensation de type Claisen entre la chaîne méromycolique et la 
chaîne α (Portevin et al., 2004). L’enzyme Pks13, codée par le gène Rv3800c, est une enzyme 
multifonctionnelle comportant cinq domaines catalytiques : ACP, KS, AT, ACP, TE (Gavalda 
et al., 2009; Portevin et al., 2004). Pks13 est essentielle pour la viabilité de M. tuberculosis 
(Portevin et al., 2004). 
 
 
2. PpsA-E et Mas : biosynthèse des DIM et des PGL 
 
 La plupart des gènes codant pour la biosynthèse des DIM et des PGL sont réunis au 
sein d’une même région chromosomique d’environ 70kb appelé le cluster DIM + PGL, dont 
l’organisation est conservée parmi les mycobactéries produisant ces composés (Camacho et 
al., 2001; Onwueme et al., 2005). Ce cluster comporte les six gènes (gènes ppsA-E et mas) 
codant pour des Pks de type I impliquées dans la synthèse de la partie lipidique des DIM et 
PGL, et un septième gène, pks15/1, impliqué spécifiquement dans la synthèse du PGL 
(Constant et al., 2002). Les enzymes PpsA-E disposent de domaines enzymatiques différents 
qui catalysent ensemble et de manière modulaire l’allongement de chaînes grasses. Les 
enzymes Mas et Pks15/1, dont les domaines catalytiques sont KS, AT, DH, ER, KR et ACP, 
ont un mode de biosynthèse de type itératif (Guilhot and Daffé, 2008). 
 
La biosynthèse des DIM et des PGL débute par l’activation de leurs précurseurs 
respectifs : une longue chaîne d’acide gras en C22-C24 pour les DIM et de l’acide p-
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hydroxyalkanoïque pour les PGL, issu de l’élongation de l’acide p-hydroxybenzoïque (p-
HBA) par Pks15/1 (Constant et al., 2002). Les précurseurs sont ensuite pris en charge par les 
Pks PpsA-E qui vont catalyser l’élongation de la chaîne carbonée par ajout successif de trois 
unités de malonyl-CoA et de deux unités de méthylmalonyl-CoA pour conduire à la formation 
de la chaîne de phtiocérol des DIM et de la chaîne de phénolphtiocérol des PGL. 
 
 La protéine Mas permet la synthèse des acides mycosérosiques greffés sur la chaîne de 
(phénol)phtiocérol. L’enzyme allonge des chaînes d’acides gras en C16-C20 par condensation 
successive de 3 à 5 unités de méthylmalonyl-CoA (Fernandes and Kolattukudy, 1996). A 
l’issue de leur biosynthèse, les acides mycosérosiques sont pris en charge par l’acyltransférase 
PapA5 pour être estérifiés sur la chaîne de (phénol)phtiocérol (Onwueme et al., 2004). 
 
 
3. Pks2, Pks3/4 : biosynthèse des lipides à tréhalose 
 
 La protéine Pks2 est une Pks de type I codée par le gène Rv3825c (Cole et al., 1998). 
Pks2 catalyse l’allongement d’acides gras en C16-C18 par condensation successive d’unités de 
méthylmalonyl-CoA. Les acides phtiocéraniques et hydroxyphtiocéraniques méthyl-branchés 
obtenus sont ensuite transférés sur du tréhalose-2-sulfate, aboutissant à la formation des 
sulfolipides (Sirakova et al., 2001). Dans tous les isolats de M. tuberculosis testés à ce jour 
dans notre équipe, le gène pks2 est intact (W. Malaga, données non publiées). L’absence de 
production de sulfolipides dans certains isolats du bacille tuberculeux serait donc causée par 
la mutation d’autres gènes de leur voie de biosynthèse tels que papA1 et papA2 codant pour 
des acyltransférases (Kumar et al., 2007). 
 
 La délétion du gène pks3/4 chez M. tuberculosis a pour conséquence l’arrêt de la 
production de PAT et de certaines formes de DAT suggérant que l’enzyme est impliquée dans 
la biosynthèses des acides gras méthyl-branchés constituant ces composés (Dubey et al., 
2002). Les formes de DAT produites dans les souches de M. tuberculosis ∆pks3/4 sont 
estérifiées avec un des acides gras méthyl-branchés classiquement retrouvés dans les 
DAT/PAT, l’acide mycolipanolique, suggérant ainsi qu’une autre Pks non identifiée permet la 
biosynthèse de ces acides gras (Dubey et al., 2002). De rares isolats cliniques de M. 
tuberculosis ne produisent pas de DAT/PAT. Dans ces souches, l’absence de production de 
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ces composés peut être due à la mutation du gène pks3/4 ou d’autres gènes de leur voie de 
biosynthèse tels que papA3 qui code pour une acyltransférase (Hatzios et al., 2009). 
 
 
4. MbtA-F : biosynthèse des mycobactines 
 
 Les gènes codant les enzymes impliquées dans la biosynthèse des mycobactines de M. 
tuberculosis ont été identifiés au niveau d’un cluster de 24 kb, le cluster mbt (Cole et al., 
1998; Quadri et al., 1998a). Parmi ces enzymes, une enzyme d’arylation (MbtA), trois NRPS 
(MtbB, MtbE et MtbF) et deux Pks (MtbC et MtbD) sont impliquées dans la production des 
sidérophores de M. tuberculosis à partir d’acide salicylique, de sérine, de lysine et d’acyl-CoA 
(De Voss et al., 1999; Quadri et al., 1998a; Quadri, 2000).Les différents domaines requis pour 
la biosynthèse du cœur peptide/polykétide des mycobactines sont répartis entre les protéines 
MbtABCDEF (Quadri et al., 1998a). 
 
 M. tuberculosis possède plusieurs autres gènes codant pour des Pks de type I parmi 
lesquelles Pks15/1 qui catalyse l’élongation de l’acide p-hydroxybenzoïque afin de produire 
l’acide p-hydroxyalkanoïque, le précurseur de la chaîne de phénolphtiocérol du PGL. En 
raison d’une mutation dans le gène pks15/1, la plupart des isolats de M. tuberculosis ne 
produisent pas de PGL, y compris la souche de référence H37Rv (Constant et al., 2002). Un 
autre Pks, Pks5, permet la production de lipooligosaccharides polaires, ou LOS, chez 
plusieurs mycobactéries telles que M. marinum, une mycobactérie opportuniste. D’autres 
gènes impliqués dans la biosynthèse des LOS sont présents chez M. tuberculosis mais seuls 
quelques rares isolats du bacille produisent ces composés. Les raisons pour lesquelles la 
majorité des souches de M. tuberculosis ne produisent pas de LOS ne sont pas encore connues 
mais l’hypothèse de l’existence de mutations au sein de ces gènes est une hypothèse possible 
(Guilhot and Daffé, 2008). Une autre Pks, Pks12, catalyse la synthèse d’un acide gras, le 
mycokétide, qui est ensuite estérifié sur un résidu mannose afin de produire du mannosyl-β-1-
phosphomycokétide (MPM). Le gène pks12 code pour deux « modules » possédant chacun 
des domaines KS-AT-DH-ER-KR-ACP dont les spécificités de substrat diffèrent, 
méthylmalonyl-CoA ou malonyl-CoA (Guilhot and Daffé, 2008; Yadav et al., 2003). 
 Plusieurs cadres ouverts de lecture (ORF) présents sur le chromosome de M. 
tuberculosis pourraient coder pour des protéines présentant de fortes similarités avec les Pks 
mais leurs fonctions sont inconnues (Guilhot and Daffé, 2008). Parmi ces ORF, le gène pks6, 
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par exemple, code pour une Pks de type I dont la fonction reste inconnue. Un autre gène, 
pks18, code pour une Pks de type III qui, sur-produite chez E. coli et purifiée, catalyse in vitro 
la synthèse de trikétide- ou tétrakétide-pyrones et d’acide gras variés à partir de malonyl-CoA 
et d’acyl-CoA respectivement. Cependant, aucun de ces composés n’a été détecté chez les 
mycobactéries (Guilhot and Daffé, 2008). 
 
 
 Les systèmes FAS, Pks et NRPS de M. tuberculosis ont des rôles centraux dans la 
biosynthèse de composés essentiels à la viabilité du bacille ou jouant un rôle dans sa virulence 
et sa pathogénie. Ces enzymes sont toutes caractérisées par la présence d’un domaine porteur, 
ACP, PCP ou ArCP, qui doit être activé pour que ces enzymes soient fonctionnelles. Cette 
activation est une modification post-traductionnelle réalisée, dans la cellule, par une 
phosphopantethéinyl transférase (PPTase). 
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I. Les phosphopantethéïnyl transférases (PPTases) 
 
Les PPTases constituent une superfamille d’enzymes essentielles requises pour la 
synthèse de nombreux composés variés tels que les acides gras, les polykétides et les peptides 
non-ribosomaux. L’activité des PPTases consiste en l’activation des domaines porteurs de 
systèmes enzymatiques impliqués dans les voies de biosynthèse de ces composés.  
 
 
1. La superfamille des PPTases 
 
La plupart des organismes vivants possèdent plusieurs PPTases : une PPTase dédiée à 
la biosynthèse des acide gras via l’activation des systèmes FAS et une ou plusieurs PPTases 
impliquées dans la biosynthèse des métabolites secondaires. Certains organismes vivants 
n’ont qu’une seule PPTase pour réaliser toutes ces fonctions. Chez Escherichia coli, par 
exemple, la PPTase AcpS active le système FAS II alors que EntD active les domaines PCP et 
ArCP des NRPS EntB et EntF de la voie de biosynthèse des entérobactines (Lambalot and 
Walsh, 1995; Lambalot et al., 1996). Chez l’homme, une seule PPTase monomérique de 329 
acides aminés à large spectre de substrats a été mise en évidence (Joshi et al., 2003). 
L’enzyme active les systèmes FAS cytosoliques et mitochondriaux ainsi qu’une aminoadipate 
semialdéhyde déshydrogénase impliquée dans le catabolisme de la lysine et la 10-
formyltetrahydrofolate déshydrogénase, une enzyme centrale du métabolisme cellulaire 
(Praphanphoj et al., 2001; Strickland et al., 2010). 
 
 La séquence primaire de l’AcpS d’E. coli a permis d’effectuer la première recherche 
de PPTases dans divers microorganismes (Lambalot et al., 1996). Dans un premier temps, ces 
recherches se sont avérées infructueuses révélant ainsi le faible taux d’identité de séquence 
entre les différentes PPTases. Dans un second temps, la comparaison des séquences d’AcpS et 
de l’extrémité C-terminale du FAS2 de levure a mis en évidence la présence d’une séquence 
conservée de quelques acides aminés entre les deux protéines, la séquence ((V/I)G(V/I)Dx40-
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45…(F/W)(S/C/T)xKE(A/S)xxK). Une nouvelle recherche basée sur cette petite séquence a 
permis de découvrir plusieurs autres membres de la famille tels que les protéines EntD d’E. 
coli, Sfp de Bacillus subtilis et Gsp de Bacillus brevis (Figure 17). Depuis ces travaux, 
d’autres PPTases ont été mises en évidence et toutes possèdent cette courte séquence qui 
constitue la signature de la famille (Lambalot et al., 1996) (Figue 17). Au sein de cette 
séquence consensus, six acides aminés sont particulièrement conservés (en gras dans la 






Figure 17 : Signature de la famille des phosphopantethéïnyl transférases (PPTases). (a) Représentation 
schématique du FAS 2 des mycètes et des PPTases Sfp, Gsp, EntD et AcpS d’E. coli. Le domaine qui porterait 
l’activité PPTase est entouré en orange. La séquence signature de la famille des PPTases est en vert. (b) 
Alignement des séquences conservées de PPTases. Les acides aminés hautement conservés sont encadrés en 




 Sur la base de leur taille et de leurs caractéristiques structurales, les PPTases peuvent 
être classées en trois familles (Mootz et al., 2001). Les PPTases de type I sont des protéines 
d’environ 120 acides aminés, généralement fonctionnelles sous forme de trimères. Elles 
activent dans la plupart des cas les systèmes FAS II bactériens et, dans certains organismes, 
elles peuvent activer les Pks. Les archétypes de la famille des PPTases de type I sont l’AcpS 
d’E. coli qui, étonnamment, semble être un homodimère, ou de l’AcpS de B. subtilis 
(Lambalot and Walsh, 1995). Des homologues d’AcpS ont été identifiés dans tous les 
génomes bactériens analysés. Les PPTases de type II sont des protéines monomériques 
d’environ 240 résidus dont l’exemple le plus étudié est la PPTase Sfp de B. subtilis. Les 
PPTases de type II sont caractérisées par un large spectre de substrats. Elles activent 
généralement les enzymes impliquées dans la synthèse de métabolites secondaires, Pks et 
NRPS, mais certaines PPTases de type II peuvent aussi activer les systèmes FAS (e.g. Sfp, 
Gsp). Le dernier représentant de la famille des PPTases correspond un domaine catalytique 
localisé au niveau de l’extrémité C-terminale du FAS2 des levures. Le domaine à activité 
PPTase catalyse l’auto-pantethéïnylation du FAS2 qui le porte (Fichtlscherer et al., 2000). 
 
 
2. Activité catalytique 
 
Les PPTases activent les domaines porteurs via une modification post-traductionnelle 
qui consiste en la fixation d’un groupement 4’-phosphopantethéïnyl (P-pant), provenant du 
CoA, sur une sérine conservée grâce à une liaison phosphoester établie avec le groupement -
OH libre de l’acide aminé. Le domaine porteur passe alors de sa forme inactive apo- à une 
forme active holo- (Figure 18). La sérine modifiée est au centre d’une séquence consensus 
[Gx(D/H)S(L/I)] conservée entre les différents domaines porteurs (De Crecy-Lagard et al., 
1995). Le groupement P-pant ainsi fixé constitue un bras flexible de 20Å présentant un 
groupement thiol à son extrémité qui sert de point d’ancrage aux intermédiaires réactionnels 
(acides gras, peptides) et permet leur présentation aux différents domaines ou sous-unités 









Figure 18 : Activité des PPTases. Les PPTases catalysent le transfert du groupement P-pant du CoA 
(encadré sur la figure) sur une sérine des domaines ACP ou PCP. L’ACP ainsi modifié passe alors d’une forme 
inactive apo à une forme active holo. La réaction est dépendante de la présence de Mg
2+
 et entraîne la 
libération de 3’,5’-ADP. D’après Mootz et al., 2001. 
 
 
Certains acides aminés très conservés de la séquence signature des PPTases sont 
indispensables pour l’activité catalytique de ces enzymes. Des expériences de mutagénèse 
réalisées avec la PPTase Sfp de B. subtilis ont permis d’identifier quatre acides aminés requis 
pour que l’enzyme puisse activer la surfactine synthase SfrABC qui produit la surfactine, un 
lipoheptapeptide à activité antibiotique et chélateur des ions Ca2+ (Quadri et al., 1998). Parmi 
les différentes mutations testées, les substitutions D107E, D107A, G105D, E151 affectent 
fortement l’activité in vitro et in vivo de l’enzyme. D’après les auteurs, la mutation de ces 
acides aminés affecterait la structure tridimensionnelle en hélice retrouvée au niveau de la 
séquence consensus (F/W)xxKE(A/S)xxK (Quadri et al., 1998b). De façon concordante, des 
études de structure réalisées avec la PPTase Sfp de B. subtilis ont montré que les résidus D107 




3. Données de structure  
   
 Les séquences primaires des PPTases présentent très peu d’identité de séquence 
(Lambalot et al., 1996). En revanche, la structure tridimensionnelle de ces protéines est 
conservée (Dym et al., 2009; Mofid et al., 2004). L’étude des PPTases Sfp et AcpS de B. 
subtilis a révélé la présence d’un repliement commun α + β avec un motif β1α3β2. La structure 
tridimensionnelle de Sfp montre une organisation fonctionnelle en deux domaines pseudo-
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symétriques (Mofid et al., 2004). La structure de la PPTase humaine, qui est une PPTase de 
type I, présente également cette organisation pseudosymétrique (Bunkoczi et al., 2007). La 
comparaison de la structure de monomères d’AcpS de B. subtilis avec celle de la moitié C-
terminale ou N-terminale de Sfp montre que chaque monomère d’AcpS peut être superposé 





Figure 19 : Superposition de monomères d’AcpS avec Sfp de B. subtilis. Un monomère d’AcpS (AcpS2) est 
superposé avec l’extrémité N-terminale de Sfp, un autre monomère (AcpS1) avec l’extrémité C-terminale. 
D’après Mofid et al., 2004. 
 
 
 Pour la protéine Sfp de B. subtilis, le site de liaison au CoA est localisé au niveau une 
cavité formée par deux domaines de la protéine. Dans le cas d’AcpS, ce site est retrouvé à 
l’interface entre deux homodimères (Mofid et al., 2004; Reuter et al., 1999). L’étude du 
mécanisme réactionnel de Sfp a permis de mettre en évidence les dix acides aminés impliqués 
dans la liaison au CoA (K28, K31, T44, S89, H90, K155) et au Mg2+ (D107, E109, E151) 
(Mofid et al., 2004). L’interaction entre AcpS et le CoA met en jeu des acides aminés de 
chaque monomère (Parris et al., 2000).  
 
 La région de liaison au PCP de Sfp est une boucle flexible. La flexibilité de cette 
région semble être la raison de la grande variabilité de substrats de Sfp et des autres PPTases 
de type II. En revanche, sur la PPTase AcpS, le site d’interaction avec la substrat ACP est une 
hélice rigide qui ne s’adapte pas à la structure variée des différents domaines porteurs (Mofid 
et al., 2002; Parris et al., 2000). 
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II. Les Phosphopantethéïnyl transférases de M. tuberculosis 
 
1. Mise en évidence et caractérisation 
 
 Chez M. tuberculosis deux gènes codant des PPTases ont été identifiés: le gène 
Rv2523c (acpS) qui code une PPTase de type I comportant 130 acides aminés et le gène 
Rv2794c (pptT) qui code pour une protéine de 227 acides aminés impliquée dans la 
biosynthèse des mycobactines (Cole et al., 1998; Quadri et al., 1998a). Des orthologues de 
ces gènes sont retrouvés chez au moins huit espèces mycobactériennes. Ils codent pour des 
protéines dont les séquences primaires sont similaires à plus de 80% (Chalut et al., 2006; 
Dym et al., 2009). Des travaux réalisés avec la mycobactérie modèle à croissance rapide M. 
smegmatis ont permis d’établir l’essentialité des enzymes AcpS et PptT pour la croissance 
mycobactérienne. En effet, une mutation au niveau de chacun des gènes codant pour ces 
PPTases ne peut être obtenue que lorsqu'une copie fonctionnelle du gène est préalablement 
introduite en trans dans la souche (Chalut et al., 2006). 
 
 Les rôles de PptT et AcpS dans la physiologie mycobactérienne ont été déterminés en 
partie grâce à une étude menée chez Corynebacterium glutamicum, une bactérie appartenant à 
la famille des corynébactéries proches des mycobactéries. Les corynébactéries produisent 
également des acides mycoliques mais contrairement aux mycobactéries, ces composés ne 
sont pas indispensables pour leur viabilité (Collins et al., 1987). De plus, ces microorganismes 
possèdent uniquement un système FAS I (IA et IB) responsable de la synthèse des acides gras 
et des acides mycoliques. Le génome des corynébactéries contient des orthologues des gènes 
acpS et pptT mycobactériens. L’interruption du gène acpS chez C. glutamicum rend la souche 
auxotrophe pour les acides gras, indiquant ainsi que AcpS intervient dans l’activation de FAS 
I. Par ailleurs, il a été montré que PptT active la protéine Pks13 de C. glutamicum et, qu’en 
son absence, les acides mycoliques ne sont plus synthétisés chez ce microorganisme. Des 
expériences de complémentations croisées entre C. glutamicum et M. smegmatis ont démontré 
que ces deux PPTases jouent des rôles similaires chez les corynébactéries et les mycobactéries 






2. La PPTase AcpS de M. tuberculosis 
  
 AcpS active le système FAS I et la protéine AcpM du système FAS II de M. 
tuberculosis (Chalut et al., 2006; Schaeffer et al., 2001a; Wong et al., 2002). L’étude de la 
structure tridimensionnelle de l’enzyme a confirmé l’organisation en trimère de la protéine et 
la présence du repliement α + β incluant les trois motifs structuraux β1α3β2 retrouvés chez les 
autres PPTases (Chirgadze et al., 2000; Dym et al., 2009; Parris et al., 2000). Le site de 
reconnaissance du substrat protéique est une boucle flexible qui permettrait à l’enzyme de 
s’adapter à AcpM et au domaine ACP de FAS I afin de les activer (Dym et al., 2009). 
 
 
3. La PPTase PptT de M. tuberculosis 
 
 La PPTase PptT de M. tuberculosis est un monomère de 227 acides aminés (Figure 
20). L’enzyme présente donc des similarités avec l’archétype de la famille des PPTases de 
type II, Sfp. PptT avait été identifiée lors de l’étude de la biosynthèse des mycobactines 
(Quadri et al., 1998a). Une forme de l’enzyme fusionnée à la Maltose Binding Protein (MBP-
PptT) est capable d’activer in vitro les domaines ArCP de MbtB et PCP de MtbE. Sur la base 
de ces résultats, les auteurs ont émis l’hypothèse que l’enzyme PptT est également 
responsable de l’activation de l’ensemble des domaines porteurs retrouvés sur MbtB, MbtD, 




Figure 20 : Structure primaire de la PPTase PptT de M. tuberculosis. La séquence signature de la famille des 






 L’implication de l’enzyme PptT dans la modification post-traductionnelle des Pks de 
type I produites par M. tuberculosis a été testée en produisant chez E. coli six Pks (PpsA, 
PpsB, PpsC, PpsD, Mas et Pks13) de M. tuberculosis seules ou en coproduction avec PptT, en 
présence de (14C)β-alanine, un précurseur métabolisable du CoA, afin de détecter l’activation 
des différentes Pks par radiomarquage. Il apparait que toutes ces Pks sont activées lorsque la 
PPTase est coproduite dans la bactérie suggérant fortement que l’enzyme PptT pourrait être 
responsable de l’activation de l’ensemble des Pks de type I de M. tuberculosis. En plus de son 
rôle dans la biosynthèse des acides mycoliques par l’activation de Pks13, PptT semble donc 
être également impliquée dans la biosynthèse de plusieurs polykétides importants pour la 
pathogénie (Chalut et al., 2006). 
 
 L’essentialité de la protéine PptT pour la croissance in vitro d’une souche de 
mycobactérie génétiquement proche de M. tuberculosis a été testée en construisant un mutant 
de M. bovis BCG produisant PptT de façon conditionnelle (Chalut et al., 2006). Cette souche 
possède un gène chromosomique pptT inactivé par recombinaison homologue et contient un 
plasmide portant une copie fonctionnelle du gène pptT placé sous la dépendance d’un 
promoteur comportant une séquence régulatrice (tetO) reconnue par le régulateur de 
transcription TetR (Ehrt et al., 2005). Lorsque ce mutant est cultivé en présence de faibles 
concentrations d’anhydrotétracycline (ATc), le répresseur TetR forme un complexe avec 
l’ATc, permettant l’expression du gène pptT porté par le plasmide. En revanche, en absence 
d’ATc dans le milieu, le répresseur TetR empêche la production de PptT en inhibant la 
transcription du gène pptT. Lorsque le mutant est cultivé dans un milieu contenant de l’ATc 
afin de permettre la production de PptT dans la bactérie, la souche présente une vitesse de 
croissance identique à une souche M. bovis BCG sauvage. En revanche, en absence d’ATc, la 
croissance de la souche mutante est quasi nulle par rapport à la souche sauvage suggérant 
fortement que PptT est essentielle pour la croissance in vitro de M. bovis BCG. 
 
 La PPTase PptT de M. tuberculosis a un rôle central dans la physiologie et la virulence 
du bacille tuberculeux. En activant Pks13, PptT permet la biosynthèse d’acides gras 
spécifiques des mycobactéries et essentiels à leur survie, les acides mycoliques. En activant 
les Pks, PpsA-E et Mas, l’enzyme permet la production des DIM, des polykétides qui 
contribuent à l’imperméabilité de l’enveloppe mycobactérienne et qui sont impliqués dans la 
virulence et la pathogénie de M. tuberculosis. Enfin, la PPTase PptT permet la biosynthèse 
des sulfolipides et des DAT/PAT, polykétides à pouvoir immuno-modulateur dont les voies 
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de biosynthèse requiert les enzymes Pks2 et Pks3/4 respectivement (Figure 21). Du fait de son 
rôle central dans la viabilité et la virulence de M. tuberculosis, PptT représente une cible 
particulièrement attractive pour le développement de nouveaux antituberculeux. En effet, il 
semblerait qu’inhiber l’activité de l’enzyme reviendrait à supprimer simultanément la 
production de plusieurs éléments de défense et d’attaque de M. tuberculosis et pourrait donc 





Figure 21 : Rôle central de la PPTase PptT dans la biosynthèse de lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis. 
PptT active les polykétides synthases (Pks ; en bleu) du bacille tuberculeux permettant ainsi la biosynthèse des 
lipides à tréhalose (DAT/TAT/PAT et SL-1), des dimycosérosates de (phénol)phtiocérol (DIM, PGL-tb) et des 
acides mycoliques. L’activation de la Pks MtbB et des Non Ribosomal Peptide Synthétases (NRPS ; en orange) 
MtbB, MtbE et MtbF permet la biosynthèse des mycobactines. D’après Chalut et al., 2006; Quadri et al., 1998a. 
 

   





 Des travaux récents ont montré que la phosphopantethéïnyl transférase PptT joue un 
rôle essentiel dans le métabolisme lipidique de M. tuberculosis en activant notamment Pks13, 
une Pks impliquée dans la biosynthèse d’acides gras essentiels spécifiques, les acides 
mycoliques (Barry et al., 1998; Chalut et al., 2006; Portevin et al., 2004). PptT active 
également diverses Pks et NRPS requises pour la formation de polykétides impliqués dans la 
virulence du bacille tuberculeux (Chalut et al., 2006; Neyrolles and Guilhot, 2011; Quadri et 
al., 1998a). La construction de mutants conditionnels dans différentes espèces, dont M. bovis 
BCG, une espèce génétiquement proche de M. tuberculosis, a permis de montrer l’essentialité 
de PptT pour la viabilité mycobactérienne in vitro (Chalut et al., 2006).  
 
 Compte tenu du rôle central de l’enzyme PptT dans la biosynthèse de divers composés 
importants de l’enveloppe mycobactérienne, nous avons tenté de montrer que cette enzyme 
est potentiellement une cible thérapeutique pertinente pour le développement de nouveaux 
antituberculeux. De nombreuses années de recherche sur les cibles thérapeutiques ont permis 
de définir un certain nombre de critères qui témoignent de la pertinence d’une cible (Zheng et 
al., 2006). Un de ces critères est l’importance de la cible pour la viabilité et la virulence du 
pathogène dans le contexte infectieux. Nous avons donc caractérisé le rôle de PptT chez M. 
tuberculosis dans différents modèles cellulaires et animaux, et en particulier pendant les 
phases aigue et chronique de l’infection chez la souris. Cette étude nous donc a permis de 
déterminer si les composés de l’enveloppe dont la biosynthèse fait habituellement intervenir 
PptT chez M. tuberculosis sont requis pendant l’infection chez la souris, et notamment 
pendant la phase chronique de l’infection qui mime les formes latentes de tuberculose 
rencontrées chez l’homme et pendant laquelle la physiologie de M. tuberculosis est mal 
connue.  
 
 Un autre critère permettant de valider une cible thérapeutique est de montrer qu’il est 
possible de mettre en place des outils moléculaires permettant d’identifier d’éventuels 
composés inhibiteurs de la cible et de montrer que cette cible peut être inhibée par des 
composés qui se lieraient au niveau de son site actif ou de régions importantes pour son 
activité (Zheng et al., 2006). Ainsi, dans la deuxième partie de ce projet, nous avons testé 
l’adhésion de PptT à ces deux critères en tentant de mettre en place un test enzymatique basé 





 En conclusion, l’objectif de ce travail était de valider PptT en tant que cible 
pharmacologique potentielle en démontrant que cette enzyme répond aux différents 
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The cell envelope of Mycobacterium tuberculosis, the causative agent of tuberculosis in 
humans, contains lipids with unusual structures. These lipids play a key role in both virulence 
and resistance to the various hostile environments encountered by the bacteria during 
infection. They are synthesized by complex enzymatic systems, including type-I polyketide 
synthases and type-I and -II fatty acid synthases, which require a post-translational 
modification to become active. This modification consists of the covalent attachment of the 
4'-phosphopantetheine moiety of Coenzyme A catalyzed by phosphopantetheinyl transferases 
(PPTases). PptT, one of the two PPTases produced by mycobacteria, is involved in post-
translational modification of various type-I polyketides synthases required for the formation 
of both mycolic acids and lipid virulence factors in mycobacteria. 
Here we identify PptT as a new target for anti-tuberculosis drugs; we address all the critical 
issues of target validation to demonstrate that PptT can be used to search for new drugs. We 
confirm that PptT is essential for the growth of M. bovis BCG in vitro and show that it is 
required for persistence of M. bovis BCG in both infected macrophages and immunodeficient 
mice. We generated a conditional expression mutant of M. tuberculosis, in which the 
expression of the pptT gene is tightly regulated by tetracycline derivatives. We used this 
construct to demonstrate that PptT is required for the replication and survival of the tubercle 
bacillus during the acute and chronic phases of infection in mice. We developed a robust and 
miniaturized assay based on scintillation proximity assay technology to search for inhibitors 
of PPTases, and especially of PptT, by high throughput screening and we identified a small 
compound inhibiting the activity of PptT. Our various findings indicate that PptT meets the 





Mycobacterium tuberculosis, the causative agent of human tuberculosis, is responsible for 
more than 8 million new cases and 1.5 million deaths every year. Despite the existence of 
effective treatments, the emergence of resistance makes the need for new anti-tuberculosis 
drugs urgent. The cell envelope of the tubercle bacillus undoubtedly plays a key role in 
pathogenicity. The envelope has very high lipid content and contains lipids with unusual 
structures. Some of these lipids are synthesized by complex enzymatic systems that can only 
become functional after post-translational modification by a 4’-phosphopantetheinyl 
transferase named PptT. We report that PptT is essential for the viability of M. tuberculosis in 
vitro and of M. tuberculosis and its close relative M. bovis BCG in both macrophages and the 
mouse model. Our findings demonstrate that PptT plays a key role in multiplication and 
persistence of the tubercle bacillus and is therefore an attractive target for drug discovery. We 
also developed an in vitro assay that promises to be a powerful tool for high-throughput 





The standard therapy for the treatment of tuberculosis, a disease still responsible for more 
than 1.5 million deaths and 8 million new cases per year, includes several antibiotics that must 
be taken for several months (http://www.who.int/tb/dots/treatment). Long-term use of these 
drugs can cause serious side-effects especially in patients with immunodeficiency disorders. 
The duration of treatment also favors the emergence of multidrug-resistant mutants which are 
now starting to pose a serious public health problem [1]. For these reasons, there is an urgent 
need to improve existing treatment for tuberculosis and, in particular, to find new drugs. One 
of the difficulties is that M. tuberculosis, the causative agent of human tuberculosis, is an 
extraordinarily successful pathogen, able to persist in its human host even when confronted 
with an intact immune response [2-4]. Most anti-tuberculosis drugs efficiently kill actively 
growing tuberculosis bacilli but are less effective against slow replicating or non-replicating 
bacilli [5,6]. 
M. tuberculosis has a highly lipid-rich hydrophobic cell wall with a low permeability that 
contributes to its intrinsic drug resistance [7,8]. This envelope contains lipids with unusual 
structures, including mycolic acids which are very long-chain fatty acids found in all 
mycobacteria, and a number of extractable lipids containing methyl-branched fatty acids that 
contribute to pathogenicity [9-12]. The synthesis of most of these lipids involves large 
multifunctional enzymes named polyketide synthases (Pks) and two fatty acid synthase (Fas) 
systems [9,13]. These enzymes are converted from inactive apo-forms to the functional holo-
forms by the covalent attachment of a 4’-phosphopantetheine (P-pant) group [14,15]. This 
reaction is catalyzed by a phosphopantetheinyl transferase (PPTase) which transfers the P-
pant group from Coenzyme A (CoA) to the Carrier Protein (CP) domain of the protein (Figure 
1A). We have already described two genes in mycobacteria encoding highly conserved 
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PPTases, named AcpS and PptT and provided direct evidence that these enzymes activate a 
defined subset of protein substrates in mycobacteria; AcpS is involved in posttranslational 
modification of Fas-I and PptT modifies the various type-I Pks required for the formation of 
mycolic acids and lipid virulence factors in M. tuberculosis [16]. PptT also activates MbtB 
and MbtE, two Non Ribosomal Protein Synthases involved in the assembly of mycobactin 
required for M. tuberculosis virulence [17]. Thus, PptT plays a major role in the biology of M. 
tuberculosis and related pathogenic mycobacteria, being required for the synthesis of 
components that are needed for growth and others involved in virulence (Figure 1B). PptT is 
therefore a potential target for drug development. To test whether PptT is essential for the 
viability of strains of the tuberculosis complex, we generated a conditional pptT knockout 
mutant in M. bovis BCG, using a TetR-controlled gene expression system [16,18]. We found 
that the expression of pptT was required to sustain M. bovis BCG growth in vitro. Many genes 
and proteins are required for growth in particular environments [19], but they do not all have 
the same potential as drug targets. Although the criteria for a good drug target enzyme are still 
a matter of debate, the current generally accepted view is that the enzyme needs to be required 
for survival in the host environments. In addition, the active site or region(s) important for 
enzymatic activity must be accessible to exogenous compounds, and this should be amenable 
to high-throughput screening to facilitate the search for potential inhibitors. In this study, we 
addressed these various points for PptT and demonstrate that it fulfills all the requirements for 






In vitro growth and biochemical characterization of conditional pptT mutants of M. bovis 
BCG and M. tuberculosis  
We previously described the construction of a conditional pptT expression mutant of M. bovis 
BCG, named PMM99, based on the use of a TetR/tetO expression regulation system [16]. We 
generated a similar mutant, named PMM168, in M. tuberculosis H37Rv using the same 
strategy as for the construction of PMM99 (Figure S1 and [16]). Both mutants grew normally 
on 7H11 plates supplemented with anhydrotetracycline (ATc; 100 ng/ml for the M. bovis 
BCG mutant and 300 ng/ml for the M. tuberculosis mutant) but were unable to grow on plates 
in the absence of ATc, in contrast to the wild-type strain (Figure 2A and [16]) indicating that 
expression of pptT is required for growth on solid medium. Note that the concentration of 
ATc required for the M. tuberculosis mutant was higher than for the M. bovis BCG mutant.  
To confirm that PptT is required for the growth of M. tuberculosis complex strains in vitro, 
strains PMM99 and PMM168 were cultivated for two weeks in 7H9 with or without ATc (50 
ng/ml and 100 ng/ml, respectively) and bacterial growth was evaluated by plating serial 
dilutions of each culture on solid medium after various times of culture. The mutant strains 
exhibited a typical exponential growth curve when grown in the presence of ATc but their 
growth was inhibited in the absence of ATc (Figure 2B). After 6 days, the number of colony 
forming units (CFU) in M. bovis BCG and M. tuberculosis cultures without ATc were 3.5 and 
5 log, respectively, lower than in cultures with ATc indicating that PptT is required for the 
growth of both strains in liquid medium. The observation that growth was restored in the 
ATc-free medium from day 6 suggested that a population of ATc-independent mutants 
emerged and multiplied in the cultures. This was confirmed by plating dilutions of ATc-free 
cultures on solid medium with and without ATc. The ATc-independent CFU counts were 3.72 
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log and 2.72 log lower than the ATc-dependent CFU counts in the initial population for M. 
bovis BCG and for M. tuberculosis, respectively, but increased during the course of the 
experiment to become the main population after 7 days (Figure 2B). ATc-independent clones 
were isolated and the tetR gene sequenced: mutations affecting the expression or the amino-
acid sequence of the repressor were detected (data not shown).  
We assessed the control of pptT expression in the recombinant M. bovis BCG strain. Total cell 
lysates of PMM99 grown in the presence or in the absence of ATc (100 ng/ml) were studied 
by western blotting with an anti-PptT antibody. PMM99 cells grown with ATc produced 
similar amounts of PptT after 2, 4 and 6 days of incubation (Figure 2C); the amount of PptT 
in bacteria grown without ATc decreased substantially after 2 days of culture and was below 
the limit of detection on days 4 and 6. Coomassie blue staining after SDS-PAGE and western 
blotting with an anti-Hsp65 antibody indicated that there were similar amounts of total protein 
in the extracts of cells grown with and without ATc (Figure S2). These experiments show that 
the expression of the pptT gene in PMM99 was tightly regulated by ATc and that the 
transcriptional shutdown of the pptT gene in the mycobacterial cell correlated with a severe 
growth defect. 
 
PptT is required for persistence of mycobacteria in infected macrophages 
We examined whether PptT is required for the intracellular survival of mycobacteria in 
macrophages, the primary cellular targets for M. tuberculosis. This included testing whether 
the TetR-controlled expression system could regulate the expression of pptT in intracellular 
bacteria. Murine bone-marrow derived macrophages were infected with PMM99 and 
cultivated in a medium either containing (500 ng/ml) or not containing ATc. Infected 
macrophages were lysed 3, 6 or 12 days post-infection and the numbers of viable bacteria 
counted. The number of CFU in ATc-treated macrophages remained stable throughout the 
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experiment (around 3.7 x 104 CFU/ml, Figure 3), whereas the bacterial load decreased 
substantially in macrophages cultivated in the absence of ATc. On day 12, there were 1.5 log 
fewer CFU in macrophages cultivated without than with ATc (Figure 3). Thus, the expression 
of pptT was controlled by the TetR system in macrophages, and was required to maintain 
mycobacterial viability. 
 
PptT is essential for the multiplication of mycobacteria in mice 
Next, we sought to establish whether PptT contributes to mycobacterial fitness during 
infection of mice. We first used mice with severe combined immune deficiency (SCID), an 
environment more complex than that of ex vivo macrophages but less complex than 
immunocompetent hosts due to the lack of adaptive immune response. We used the M. bovis 
BCG conditional mutant PMM99 such that the infected mice would not die rapidly and 
thereby allow the infection to be monitored for a substantial period. A competitive mixed-
infection assay was carried out with PMM99 and a M. bovis BCG wild-type strain harboring a 
streptomycin resistance gene (M. bovis BCG:pMV361st). SCID mice were infected with an 
infectious dose of 5 x 106 CFU of each strain (a 1/1 ratio). The mice were killed 1, 15, 30 or 
63 days post-infection, and the mutant and wild-type loads in lungs and spleen were 
determined by plating on selective medium. CFU counts in lungs remained almost stable for 
63 days for the wild-type strain but declined massively for strain PMM99 (Figure 4A): 63 
days post-infection an average of 1.29 x 107 CFU/organ of the wild-type strain were 
recovered but only 3.71 x 102 CFU/organ of strain PMM99 such that the ratio of PMM99 to 
wild-type bacteria fell by more than 30000-fold in lungs between day 0 and day 63. The 
numbers of CFU in spleens remained below the threshold of detection (1.7 log) throughout 
the experiment for strain PMM99 and increased progressively for the wild-type strain to reach 
a mean of 1.3 x 105 CFU/organ by day 63 (Figure 4A). 
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To confirm that the reduced survival of the PMM99 mutant in SCID mice was indeed related 
to pptT silencing, we examined the ability of the mutant strain to survive in SCID mice treated 
with doxycycline, a tetracycline derivative used to switch on the TetR regulator system in 
infected mice [20,21]. However, continuous administration of substantial doses of 
doxycycline may be toxic for the bacteria. Therefore, we determined the highest concentration 
of doxycycline that could be used without affecting the survival of M. bovis BCG as follows. 
SCID mice were infected with the wild-type M. bovis BCG strain (infectious dose of 4 x 105 
CFU), and the bacterial load in lungs of three mice was determined the next day. The 
remaining mice were treated for 21 days with doxycycline (provided at 0, 0.1, 0.3 or 1 mg/ml 
in drinking water). There was no significant difference between CFU counts in the lungs of 
mice treated with 0.1 mg/ml of doxycycline and untreated controls (Figure S3); the CFU 
counts on day 21 were, by contrast, lower in mice treated with higher doxycycline 
concentrations. Therefore, doxycycline concentrations of 0.3 mg/ml and above in drinking 
water interfered with the survival of M. bovis BCG in SCID mice. Based on these data, SCID 
mice were infected with the strain PMM99 (4.79 x 105 CFU per mouse). Three mice were 
sacrificed the next day to evaluate bacterial uptake in lungs, and the other mice were given 
drinking water with or without 0.1 mg/ml doxycycline. Twenty-one days post-infection, there 
was a marked difference in CFU counts between treated and untreated mice. In mice receiving 
doxycycline, CFU counts in lungs were similar to those in the lungs of mice killed 1 day post-
infection, consistent with our initial competition experiment in which the BCG load was 
stable for at least 63 days. In contrast, the CFU counts in lungs of untreated mice were about 2 
log lower on day 21 (Figure 4B). This experiment confirms that survival of PMM99 in mice 
was dependent on the production of PptT, and indicates that a doxycycline concentration of 
0.1 mg/ml in drinking water induced the expression of the pptT gene at a level sufficient to 
sustain the infection. 
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Next, we increased the complexity of the environment encountered by the pptT conditional 
mutant by using immunocompetent mice. We used the conditional pptT mutant of M. 
tuberculosis because M. bovis BCG is eliminated from immunocompetent mice. BALB/c 
mice were infected with similar-sized inocula of either strain PMM168 or the M. tuberculosis 
H37Rv wild-type strain, and provided with drinking water containing or not containing 0.1 
mg/ml doxycycline. Mice were killed 1, 14 or 28 days post-infection and the numbers of 
bacteria present in lungs and spleen were determined. The counts of the wild-type strain in 
each spleen and lungs did not differ between untreated and doxycycline-treated mice 
indicating that the concentration of doxycycline used did not affect its viability or spread 
(Figure 5). After 28 days of infection, the counts in lungs of treated mice were 1.70 x 106 
CFU/organ for PMM168 and 1.62 x 106 CFU/organ for the wild-type strain. The counts in 
spleens were similar for the two strains (4.57 x 103 CFU/organ and 1.12 x 104 CFU/organ). 
Thus, pptT expression induced by treating the conditional mutant mice with doxycycline (0.1 
mg/ml in drinking water) was sufficient to allow growth in vivo similar to that of the wild-
type. However, on day 14, there was a reproducible slight difference in CFU counts between 
treated mice infected with wild type and those infected with PMM168 suggesting that pptT 
expression and polyketide production in the mutant were not exactly the same as those in the 
wild type strain. The difference between wild type and mutant was much larger in the absence 
of doxycycline, with the mutant being much less abundant in both lungs and spleen: the 
counts for lung were 3.09 x 102 CFU/organ after 14 days and 5.80 x 101 CFU/organ after 28 
days. Thus, after 28 days of infection there were at least 4.5 log fewer CFU in the lungs of 
untreated than treated mice. The mutant was undetectable in the spleen of untreated mice 
throughout the experiment. These experiments demonstrate that mycobacterial multiplication 




PptT is essential for the persistence of M. tuberculosis in mice 
One of the criteria for validating a new drug target is that it should be required for pathogen 
persistence in the host. It is believed that during human infection, a pool of mycobacteria 
persists in a slow-replicating state less sensitive to drugs [4]. This slow-replicating state is 
observed in immunocompetent mice after 4 weeks of infection [22]. To address this issue, 
mice were infected with the M. tuberculosis conditional mutant and maintained on 
doxycycline (0.1 mg/ml in drinking water) for 35 days to allow establishment of 
mycobacterial infection, acute phase multiplication and initiation of the immune response. 
Doxycycline was then withdrawn from half of the mice while the other half continued to 
receive it. Bacterial loads in lungs and spleens were determined on days 1, 35, 63, 91, 120, 
160 post-infection. At 35 days post-infection, the mean bacterial counts were 1.44 x 106 
CFU/organ in lungs and 1.51 x 104 CFU/organ in spleen, confirming that doxycycline 
treatment sustained growth of PMM168 in mice (Figure 6). During the chronic phase, we 
observed a rapid drop in bacterial loads in untreated animals. The mycobacterial load in the 
lungs of untreated mice fell to below the threshold of detection on day 160 in four of the six 
animals and to 3 log below the value for day 35 in the other two animals. The mycobacterial 
load in the spleen was below the threshold in five of the six mice on both days 120 and 160. 
The lung CFU counts also declined in infected mice treated with doxycycline. The CFU count 
differed substantially between individual animals. This was unexpected because the load of 
wild type bacteria remains constant over a period of several months during the chronic phase 
of infection in mice [23]. Possibly, fine tuning and regulation of pptT expression is required 
for optimal or stable persistence. Alternatively, the doxycycline concentration at the site of 
mycobacterial persistence is not high enough to allow production of sufficient PptT. 
Nevertheless, these results demonstrate that PptT production is required for mycobacterial 
persistence in the host. 
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Development of an in vitro assay for high-throughput screening of PptT inhibitors  
As PptT is essential for M. tuberculosis it is a potential target for the development of new 
anti-tuberculosis drugs. We sought to design an assay for high-throughput screening (HTS) of 
PptT inhibitors. The PptT enzyme fused to the Maltose Binding Protein (MBP-PptT) was 
overproduced and purified by amylose affinity chromatography. An ACP module, 
corresponding to the N-terminal ACP domain of Pks13 (Figure 7A), was overproduced in a E. 
coli strain defective in the production of the endogenous EntD PPTase that could partially 
activate the ACP domain [16]. The purified MBP-PptT in the presence of CoA and Mg2+ 
converted apo to holo-ACP (Figure 7B) demonstrating that our MBP-PptT construct was 
functional in vitro and that the ACP module isolated serves as a substrate for PptT. MBP-PptT 
enzyme displayed a maximal activity at 30°C in the pH range of 7.0 to 8.0 (Figure S4). Under 
these conditions, we found that PptT efficiently transferred the acetylated P-pant group from 
acetyl-CoA to the ACP domain (Figure 7B). 
HTS of enzyme inhibitors requires simple, efficient and sensitive means for assaying the 
reaction products. A number of PPTases, including Sfp, a PPTase from Bacillus subtilis with 
broad substrate specificity, can catalyze modification of carrier proteins with CoA analogs 
harboring a fluorescent or an affinity reporter at the end of the P-pant arm. This provides a 
sensitive means of visualizing the protein product [24-26]. We tested whether this approach 
could be used with MBP-PptT. MBP-PptT and Sfp were assayed in the presence of 
fluorescent (CoA488 and CoA547) and biotinylaled CoA derivatives separately. As expected, 
Sfp efficiently catalyzed the conversion of apo-ACP into holo-ACP upon incubation with 
these CoA analogs (Figure 7C). However, no fluorescent or biotinylaled products were 
detected with PptT indicating that the enzyme was unable to use CoA derivatives bearing 
thioester substituents as substrate (Figure 7C). 
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We therefore exploited Scintillation Proximity Assay (SPA) technology. The SPA system 
involves the use of microspheres (SPA beads) which emit light when a radiolabeled molecule 
is attached or is in proximity [27]. The PptT enzyme was incubated with the ACP module in 
the presence of [3H]CoA to generate [3H]holo-ACP, the formation of which was monitored by 
counting scintillation from SPA beads (Figure 8A) [27]. To ensure high binding efficiency of 
the ACP domain to the beads, we used streptavidin-coated SPA beads and a biotinylated ACP 
module (ACPb). ACPb was generated by producing the ACP domain fused to a C-terminal 
biotin acceptor domain (AviTag) and subsequent in vitro biotinylation using BirA [28] 
(Figures 7A and 8A). 
Assays were run at 30°C in a final volume of 10 µl in 96-well microplates and reactions were 
stopped by addition of stop buffer and SPA beads resuspended in water. Assay conditions 
were optimized as follows: 4 µM (720 ng/assay) of ACPb substrate and 4 µM of CoA with a 
[3H]CoA/CoA ratio of 1/1 (2 µM for each component). Under these conditions, 250 µg of 
SPA beads per well was sufficient to capture all the input substrate. Lower concentrations of 
ACPb or [3H]CoA resulted in lower output signal intensity; higher concentrations of ACPb or 
[3H]CoA improved the output signal intensity but increased the signal-to-noise ratio (data not 
shown), and costs (more beads and more radioactive material per assay). We then established 
the optimal concentration of enzyme by kinetic experiments with concentrations of enzyme of 
40 nM to 160 nM. The rate of reaction increased significantly as the concentration of enzyme 
increased (Figure 8B). An enzyme concentration of 80 nM was chosen for the assay because 
it was a good compromise between output signal intensity and the use of a large excess of 
substrate over enzyme concentration (enzyme-to-substrate ratio of 1:50). To correlate SPA 
assay signal intensity to the production of [3H]holo-ACPb, a parallel kinetic experiment was 
conducted in the same conditions with 80 nM of enzyme; reaction product formation was 
estimated by loading each reaction mix on a urea-polyacrylamide gel to separate the apo- and 
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holo-ACPb forms. The signal increased in direct proportion to the amount of holo-ACPb 
produced in the reaction (Figure 8B). 
Assay quality was assessed by determining the Z’ factor, a statistical parameter used for 
evaluation and validation of high-throughput assays [29]. The assay was shown to have a Z’ 
factor of 0.83: a value greater than 0.5 indicates high quality for an HTS assay (Figure 8C). 
We also examined the effect of DMSO on the assay signal because this solvent is often used 
in HTS assays to dissolve test compounds. DMSO concentrations up to 3 % had no effect on 
signal intensity; the presence of 4 and 5 % DMSO reduced the signal by 20%. Thus the assay 
was sufficiently tolerant to DMSO (Figure S5). This new assay is thus a robust and stable 
assay for monitoring PptT activity, involves a minimum of sample handling and does not 
require separation steps, making it suitable for HTS applications. 
 
Identification of a PptT inhibitor. 
We next sought to find small compounds that inhibit PptT. Yasgar and colleagues [30] 
identified several compounds able to inhibit the activity of Sfp. We tested six of these 
compounds for their ability to interfere with PptT activity by gel shift assay on urea-PAGE at 
concentrations corresponding to 0.1, 1 and 10 times their respective IC50 values for Sfp [30] 
(Figure 9A and data not shown). Only calmidazolium chloride (CzCl) inhibited the transfer of 
the P-pant group from CoA to the Pks13 ACP domain: the enzyme activity was inhibited in a 
concentration-dependent manner by 9 and 90 µM CzCl; the enzyme activity was the same in 
the presence of 0.9 µM CzCl as in controls (DMSO alone). Thus, it is possible to identify 
small molecules that can interfere with the activity of PptT in vitro indicating that this protein 
is a druggable target. We tested CzCl in our SPA assay. The signals in reactions in the 
presence of 2 µM or 40 µM CzCl declined substantially after one and two hours incubation 
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The main goal of this study was to evaluate whether PptT is a new target suitable for the 
search for new anti-tuberculosis drugs. We addressed the various important criteria allowing 
target validation. We established that PptT is required for mycobacterial survival in various 
environments, including those encountered in macrophages, and during the various phases of 
infection in an animal model. We developed a robust enzymatic assay in a format compatible 
with robotic systems for high-throughput screening of large libraries of compounds. The Z’ 
factor for this assay was 0.83 demonstrating its stability and its potential for selecting PptT 
inhibitors. We also confirmed that PptT can be efficiently inhibited by a small molecule: 
calmidazolium chloride. Therefore, we established that PptT is a highly promising target for 
the development of new anti-tuberculosis drugs. A conserved PptT-encoding gene is present 
in all sequenced mycobacterial species, including clinical isolates, providing further evidence 
for its essential role and PptT shares only low amino acid conservation (12% identity) with 
the human PPTase (UniProtKB/Swiss-Prot accession number Q9NRN7), facilitating selective 
targeting of the mycobacterial protein.  
We constructed and analyzed two conditional pptT mutants, one in M. bovis BCG and one in 
M. tuberculosis H37Rv: the wild-type allele of pptT was deleted; pptT was placed in a 
replicative plasmid under the control of TetR-controlled promoter pmyc1tetO (the plasmid also 
contained tetR). In the absence of inducer (ATc), the conditional mutant strains failed to grow 
in vitro and the amount of PptT synthesized declined rapidly and substantially to become 
undetectable by western blotting after 4 days. This kinetic is consistent with those observed 
with the same system but different target genes [21]. Interestingly a higher concentration of 
ATc was needed in solid medium for growth of the M. tuberculosis mutant than that of the M. 
bovis BCG mutant although the constructs were identical. Possibly, production of PptT was 
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differently regulated by the TetR-controlled expression system in the two strains. 
Alternatively, higher levels of PptT are required for M. tuberculosis growth, or the cell 
envelope of M. tuberculosis may be less permeable to ATc than that of M. bovis BCG. Our 
findings do not allow us to eliminate any of these hypotheses.  
One purpose of this study was to evaluate whether PptT represents a new target for the 
development of new anti-tuberculosis drugs by investigating its role in the biology of two M. 
tuberculosis complex strains, M. bovis BCG and M. tuberculosis. PptT activates the various 
type-I Pks in mycobacteria, including Pks13, an enzyme essential for mycolic acid 
biosynthesis; it also activates several NRPS proteins required for assembly of the virulence-
conferring siderophore mycobactin [16,17]. Thus, inhibition of PptT activity may prevent the 
formation of components essential for mycobacterial viability or involved in pathogenicity. 
The role of PptT in M. tuberculosis viability and mycobacterial survival in intracellular 
environments or animal models has not been investigated. This is important for the potential 
of PptT as drug target because some enzymatic functions that are essential in vitro appear to 
be dispensable in vivo [31,32].  
Following PptT depletion, M. tuberculosis and M. bovis BCG failed to multiply in vitro, both 
on solid and liquid media, and in vivo in the spleens of SCID mice for M. bovis BCG and 
during the acute phase of infection in immunocompetent mice for M. tuberculosis. 
Presumably, growth stopped due to the interuption of de novo mycolate synthesis, which 
requires activation of the Pks13 enzyme by PptT [16]. Similarly, treatment of infected mice 
with drugs, such as isoniazid or ethionamide, that target mycolic acid biosynthesis severely 
impedes the growth of the infecting mycobacteria during the acute phase [33]. 
We also established that PptT deficiency impairs survival of M. bovis BCG in macrophages 
and in the lung of SCID mice and markedly reduces persistence of M. tuberculosis during the 
chronic phase of infection in mice. Interpretation of these results is complicated by the fact 
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that the replicative and metabolic state of the bacteria during the persistent infection phase 
remains unclear. The current view of chronic tuberculosis is that bacteria are in a non-
replicative state or have low level of replication [23,34]. If this model is correct, the impaired 
survival of M. tuberculosis in mice was probably not solely due to disrupted mycolic acids 
biosynthesis because mycolic acid synthesis during the chronic phase is probably low. Indeed, 
antibiotics which affect the synthesis of mycolic acid have only poor bactericidal activity 
during the chronic phase of infection in mice [35]. Alternatively, the constant bacterial load in 
mice during persistence may be the consequence of a balance between active bacterial 
replication and killing by the host immune system [22,23]. In this situation, PptT deficiency 
may abolish Pks13 activation and consequently synthesis of mycolic acids required for 
bacterial multiplication, resulting in the observed phenotype in vivo. This dynamic model may 
also explain why the M. bovis BCG mutant was eliminated from SCID mice in the absence of 
PptT.  
The observed phenotypes of conditional pptT mutants may also be the consequence of 
additive effects. PptT activates not only Pks13 but also other type-I Pks and NRPS required 
for the formation of polyketide-derived lipids and mycobactins. Polyketide-derived lipids 
include phthiocerol dimycocerosates (DIM) and the structurally related phenolglycolipids 
(PGL), the trehalose ester families that include sulfolipids (SL), diacyltrehalose (DAT) and 
polyacyltrehalose (PAT) and the mannosyl-β-1-phosphomycoketides which are incorporated 
into the mycobacterial cell envelope [11,12]. Several lines of evidence indicate that some of 
these lipids, such as DIM, contribute to cell envelope properties, such as the permeability 
barrier [36]. Therefore, the absence of these molecules may contribute to bacterial sensitivity 
to the bactericidal activities of phagocytes. In addition, some of the compounds requiring 
PptT for their biosynthesis exhibit other properties which might be important for the 
interaction with the host. For instance, DIM improve the invasiveness of M. tuberculosis and 
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its capacity to arrest phagosome maturation, possibly by inducing changes in the plasma 
membranes of human macrophages during infection and several studies have reported that 
trehalose dimycolates (TDM) may regulate the host cell response [37-40]. The in vivo 
phenotype of our conditional mutants in mice may therefore be a consequence of the loss of 
various mycobacterial lipids that contribute to pathogenicity through modulation of the host 
immune response. 
Finally, we cannot exclude the possibility that PptT contributes to persistence through its role 
in mycobactin siderophore biosynthesis. M. tuberculosis produces siderophores under iron-
limiting conditions, particularly in infected hosts, and M. tuberculosis carrying mutations in 
genes involved in the synthesis or in the transport of siderophores are attenuated for survival 
in human macrophages and in the lungs of infected mice [41-43]. Although there is no 
experimental data formally demonstrating that inactivation of pptT results in mycobactin 
deficiency, PptT in vitro activates MbtB and MbtE, two NRPS involved in mycobactin 
assembly and may also activate MbtF and MbtD, both proteins also encoded by the 
mycobactin gene cluster [17]. 
Clearly, further experiments are necessary to determine whether the impaired survival of M. 
tuberculosis in the absence of PptT reflects the incapacity of the mutant to maintain its 
envelope integrity and to multiply, its failure to modulate the immune response or its reduced 
capacity to acquire iron. Conditional mutations of genes specifically involved in the 
production of each class of lipid, including mycolic acids, and of siderophores would be 
useful: testing the behavior of such mutant strains in the intracellular environment of 
macrophages and in the murine model would be informative. 
In this study, we also present the development of a Scintillation Proximity Assay (SPA) for 
HTS to identify PptT inhibitors. Several assays amenable to HTS, including FRET-based 
assays and fluorescent polarization assays, have been reported for the discovery of PPTase 
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inhibitors [25,26,30]. However, these approaches involve the use of CoA–fluorescent dye 
conjugates, and we found that they are not suitable for screening PptT inhibitors because PptT 
is unable to use modified CoA analogs as substrates. An assay using BpsA as a reporter for 
PPTase activity was recently described [44]. BpsA is an NRPS protein that catalyzes 
conversion of two L-glutamines into indigoidine, a blue pigment that can be detect by 
spectrometry; thus, PPTase activity can be assayed by measuring indigoidine synthesis 
following activation of BpsA by the PPTase. This assay is only applicable to PPTases that 
activate the PCP domain of BspA and furthermore inhibitors identified by this approach 
would include both PPTase inhibitors and BspA inhibitors.  
Therefore, we developed an alternative approach based on SPA technology. This involves the 
use of scintillating microspheres that emit light when a radiolabeled molecule is in close 
proximity. This approach has been successfully applied to a wide variety of enzyme assays 
and for various purposes including receptor binding assays, radioimmunoassays, and studies 
of protein-protein and protein-DNA interactions [27,45]. We used [3H]CoA: CoA is the 
natural substrate of PptT, and 3H is ideally suited for SPA because it emits low energy beta 
particles such that non-proximity effects are minimized [45]. We optimized assay conditions 
with respect to cost, speed, sensitivity and robustness. We demonstrate that the assay was 
stable, as evaluated by the Z’ factor, tolerant to DMSO, and suitable for detection of PptT 
inhibitors. It requires no prior separation step and can be easily automated. It was developed 
for use in 96-well plates but could be easily adapted to 384-well microplates for use with 
robotic equipment. In addition, this assay is effective for identifying inhibitors of Sfp (data 
not shown) and could be easily adapted for other PPTases by using appropriate ACP domains. 
In conclusion this study establishes that PptT is required for mycobacterial growth and 
persistence in immunodeficient and immunocompetent animal models. A novel enzymatic 
assay suitable for HTS of PptT inhibitors was developed, and PptT was found to be 
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inhibitable. These various findings validate PptT as an attractive target for anti-tuberculosis 
compounds and provide a tool to search for such molecules. 
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Materials and methods 
 
Ethics statement 
All animal experiments were performed in animal facilities that meet all legal requirements in 
France and by qualified personnel in such a way to minimize discomfort for the animals. All 
procedures including animal studies were conducted in strict accordance with French laws 
and regulations in compliance with the European community council directive 68/609/EEC 
guidelines and its implementation in France. All protocols were reviewed and approved by the 
Comité d’Ethique Midi-Pyrénées (reference MP/04/26/07/03). 
 
Bacterial strains, growth media and culture conditions 
Plasmids were propagated at 37°C in Escherichia coli DH5α in LB broth or LB agar 
(Invitrogen, CergyPontoise, France) supplemented with either Km (40 µg/ml) or Hyg (200 
µg/ml). ACP and ACPb domains were produced in E. coli BL21(DE3)∆entD, a bacterial 
strain which contains a 533-nucleotide deletion within the entD gene  [16]. M. bovis BCG and 
M. tuberculosis H37Rv wild-type strains and the PMM99 and PMM168 recombinant strains 
were grown at 37°C in Middlebrook 7H9 broth (Invitrogen) containing ADC (0.2% dextrose, 
0.5%BSA fraction V, 0.0003% beef catalase) and 0.05% Tween-80 when necessary, and on 
solid Middlebrook 7H11 broth containing ADC and 0.005% oleic acid (OADC). Various 
concentrations of ATc (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) from 50 to 300 ng/ml were used 
to supplement 7H9 and 7H11 for PMM99 and PMM168 cultures. When required, Km, Hyg 






Construction of plasmids for the production of MBP-PptT, ACP and ACPb 
pMSTB was constructed by amplifying the pptT gene of M. tuberculosis from genomic DNA 
with oligonucleotides tubSfp3 and tubSfp4 (Table 1). The PCR product was inserted into the 
XmnI site of pMAL-C2x (New England Biolabs, Evry, France). The resulting plasmid was 
digested with NdeI and BamHI and the 1.86 kb NdeI-BamHI fragment carrying the pptT gene 
fused to malE was ligated between the NdeI and BamHI sites of pET26b (Novagen, Madison, 
WI, USA) downstream from the T7 promoter to yield pMSTB. This vector allowed the 
production of PptT with MBP fused to its N-terminus. To generate pSC994, the pks13 gene 
from M. tuberculosis was fragmented with DNAse-I and sized fragments (500-1500bp) 
isolated by preparative agarose gel electrophoresis and ligated into a DHFR insertion vector. 
Fragments ligated in-frame were isolated based on survival of colonies on agar plates 
supplemented with 6 µg/ml trimethoprim [46]. This secondary library was subcloned into the 
split-GFP solubility vector for in vivo and in vitro solubility assays [47]. One DNA fragment 
was selected from eight candidates covering the N-terminal ACP domain of Pks13 and ligated 
between the NdeI/BamHI restriction sites of pET-N6his expression vector for large-scale 
protein production. This vector allowed the production of the ACP fragment of Pks13 
(residues M1-V122) fused to a polyhistidine tag at N-terminus. 
To generate vector pHGF8A26, synthetic AviTag-encoding DNA fragments (ACPb3 and 
ACPb4, Table 1) were annealed and inserted between the BamHI and XhoI restriction sites of 
pSC994 downstream from the DNA fragment encoding the ACP domain of Pks13. This 
vector was used to produce an ACP domain fused to a N-terminal (His)6tag for purification 
and a C-terminal AviTag (GGLNDIFEAQKIEWHENLYFQG) for enzymatic biotinylation 
(ACPb). pMV361st was constructed by insertion of the SphI-SphI DNA fragment conferring 
Str resistance from pGC76 into the SmaI restriction site of pMV361e, a pMV361 derivative 
containing the pblaF* promoter in place of the original phsp60 promoter [48]. 
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Construction of the M. tuberculosis PMM168 mutant strain 
To construct the PMM168 mutant of M. tuberculosis, we used the strategy described for the 
construction of the M. bovis BCG mutant PMM99 [16]. Complementation plasmid pCpptTmb 
which harbors the pptT gene (Rv2794c) from M. tuberculosis under the control of the 
pmyc1tetO promoter and the tetR gene under the pimycpromoter [16,18] (Figure S1) was 
transferred into M. tuberculosis H37Rv. Transformants were selected on 7H11 agar plates 
supplemented with OADC and Hyg. A derivative of the mycobacteriophage phAE87 that 
contains a disrupted pptT::km allele [16,49] was used to disrupt the chromosomal copy of 
pptT in the resulting M. tuberculosis:pCpptTmb strain as previously described [49]: allelic 
exchange mutants were selected on 7H11 agar plates supplemented with OADC, Hyg, Km, 
and ATc at a concentration of 300 ng/ml at 37°C. Genomic DNA was extracted from several 
clones [50] and analyzed by PCR using various primers (Figure S1 and Table 1). One clone 
named PMM168 (∆pptT:pCpptTmb) in which the WT copy of pptT has been replaced by the 
pptT::km allele was selected. 
 
Production and purification of MBP-PptT, ACP and ACPb 
A starter culture of E. coli BL21(DE3) transformed with pMSTB was used to inoculate 50 ml 
of LB broth containing Km. The culture was grown at 37°C until the OD600 reached 0.4 and 
MBP-PptT expression was then induced by addition of 0.5 mM IPTG. The culture was 
continued for 3.5 hours at 24°C, and cells were harvested by centrifugation (4000 rpm, 15 
min, 4°C). The cells were resuspended in 2.5 ml of 20 mM Tris.HCl pH7.0, 200 mM NaCl, 1 
mM EDTA and lyzed by addition of 1 mg lysozyme. The extract was sonicated three times 
for 1 min (Vibracell, Bioblock scientific, Illkirch, France) and centrifuged (75000 g, 30 min, 
4°C). The supernatant (about 2.5 ml) was loaded onto a 1 ml MBP Trap column (GE 
healthcare, Vélizy, France) previously equilibrated with 20 mM Tris.HCl pH7.0, 200 mM 
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NaCl, 1 mM EDTA and washed with 3 ml of the same buffer. The MBP-PptT protein was 
eluted with 4x1 ml of 20 mM Tris.HCl pH7.0, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM maltose. 
The most concentrated protein fraction (1 ml) was dialyzed overnight against 10 mM 
Tris.HCl pH8.0, 100 mM NaCl and stored at –80°C in 10 % glycerol. 
For the production of the ACP fragment from Pks13, a culture of E. coli BL21(DE3)∆entD 
transformed with pSC994 was grown at 37°C until the OD600 reached 0.8. Expression was 
induced by addition of 1 mM IPTG and the culture was incubated for 3 h at 30°C. Bacteria 
were harvested by centrifugation (4000 rpm, 15 min, 4°C) and resuspended in 50 mM 
Tris.HCl pH8.0, 300 mM NaCl, 5 mM imidazole (6 ml). Cells were lyzed by addition of 2 mg 
of lysozyme and the extract was sonicated three times for 1 min. The soluble E. coli extract (6 
ml) was recovered by centrifugation (20000 g, 15 min, 4°C) and loaded onto a HiTrap column 
(1 ml) (GE healthcare) previously equilibrated with 50 mM Tris.HCl pH8.0, 300 mM NaCl, 5 
mM imidazole. The column was washed with 4 ml of 50 mM Tris.HCl pH8.0, 300 mM NaCl, 
10 mM imidazole and the ACP fragment was eluted with 4x1 ml of 50 mM Tris.HCl pH8.0, 
300 mM NaCl, 450 mM imidazole. The most concentrated elution fraction (1 ml) was 
dialyzed for 2 h against 20 mM Tris.HCl pH8.0, 50 mM NaCl and stored at -80°C in 20 % 
glycerol. The ACPb domain was produced and purified by the same procedure except that the 
strain used was an E. coli BL21(DE3)∆entD transformed with pHGF8A26. After purification, 
the ACPb fragment was biotinylated in vitro using a BirA500 kit (Avidity, Aurora, CO, 
USA). In a typical reaction, 100 µM of purified ACPb was mixed with 100 µl of biomix A, 
100 µl of biomix B and 7.5 µl of BirA (0.28 µM) in a total volume of 1 ml and incubated at 
30°C for 1 hour. Biotinylated ACPb was stored at –80°C in 20 % glycerol. Biotinylation 
efficiency was checked by incubating 5 µl of biotinylated ACPb with 10 µl of streptavidin at 




Assays for apo-ACP to holo-ACP conversion with CoA and CoA analogs 
CoA and acetyl-CoA were purchased from Sigma-Aldrich and CoA analogs (CoA488, 
CoA547 and CoA-biotin) were from New England Biolabs. Reactions were performed in 
Eppendorf tubes in a total volume of 50 µl at 30°C by incubating 200 nM of MBP-PptT with 
10 µM of ACP and 10 µM of CoA or 10 µM of a CoA analog in the presence of 75 mM 
Tris.HCl pH 7.0, 10 mM MgCl2, 30 mM NaCl, and 25 mM DTT. For reactions in the 
presence of CoA or acetyl-CoA, production of the holo-ACP form was analyzed by loading 
18 µl of reaction mix on a 12% polyacrylamide gel containing 2.5 M urea to separate the apo- 
and holo-ACP forms [51,52]. Protein bands were revealed by Coomassie blue staining. When 
fluorescent CoA analogs (CoA547 or CoA488) were used, reaction products were separated 
by SDS-PAGE and fluorescence signals were detected with a GE Typhoon scanner (GE 
healthcare). Biotin-labeled ACP was detected by spotting 5 µl of the reaction mix onto a 
nitrocellulose membrane followed by streptavidin-peroxidase conjugate (Sigma-Aldrich) 
(1:10000 in PBS containing 1% BSA for 1 h) and enhanced chemiluminescence detection. 
Sfp protein (200 nM; New England Biolabs) was used in control experiments. 
To test the effect of the Sfp inhibitors Bay 11-7085, benserazide HCl, calmidazolium Cl, PD 
404.182, SCH-202676 HBr, and sanguinarine Cl (Sigma-Aldrich) on PptT activity, each 
compound was serially diluted in DMSO. Reactions were performed at 30°C for 2 h in a total 
volume of 100 µl containing MBP-PptT (200 nM), apo-ACP (10 µM), CoA (10 µM) and 2 µl 
of a dilution of the test compound in 75 mM Tris.HCl pH 7.0, 10 mM MgCl2, 30 mM NaCl, 
and 25 mM DTT (final DMSO concentration = 2 %). Final concentrations of the tested 
compounds in the reaction mixtures were 0.1, 1 and 10 times their respective IC50 values for 
Sfp [30]. A control experiment was done in the presence of 2 % DMSO without Sfp inhibitor. 




Scintillation Proximity Assay (SPA) 
SPA assays were performed in white 96-well plates (PerkinElmer, Courtaboeuf, France) at 
30°C. In a typical reaction, 80 nM of MBP-PptT was mixed with 4 µM of biotinylated ACPb, 
2 µM of [3H]CoA (Biotrend, 185Gbq/mmol, 20 µM) and 2 µM of CoA (Sigma-Aldrich) in a 
total volume of 10 µl containing 80 mM Tris.HCl pH 8.0, 20 mM MgCl2, 25 mM DTT. 
Negative controls involved leaving out PptT enzyme. Reactions were stopped by addition of 
20 µl of stop buffer (200 mM EDTA) and 250 µg of streptavidin PVT SPA scintillation beads 
(PerkinElmer) resupended in 60 µl of water. Scintillation signals were detected using a 
TopCount (Perkin-Elmer). The Z’ factor was calculated thus: Z'=1- (3σc+ + 3σc-)/|µc+ - µc-| 
where µc+, µc-, σc+, σc- are the standard deviations (σ) and means (µ) of positive (+) and 
negative (-) control values [29]. 
 
Western blot analyses of crude cell lysates from PMM99 
To prepare cell lysates, 5 ml of a preculture of PMM99 grown in 7H9 medium supplemented 
with Tween 80 and ATc (100 ng/ml) were used to inoculate 550 ml of 7H9 medium 
supplemented with Tween 80 in the presence (100 ng/ml) or in the absence of ATc. Cultures 
were incubated at 37°C. After 2, 4, and 6 days of culture, samples with equivalent numbers of 
cells (estimated by optical density measurements of serial dilutions of the bacterial cultures) 
were removed from each culture. The cells were harvested by centrifugation (4000 rpm, 10 
min, 4°C) and suspended in 500 µl of PBS buffer. Glass beads (in 500 µl) were added and 
cells were disrupted using a mini-bead beater for 3 min at RT. Cell debris was removed by 
centrifugation (10000 rpm, 10 min, 4°C) and the supernatants stored at -20°C for subsequent 
SDS-PAGE and western blot analyses. Protein concentrations in cell extracts were determined 
using the Bradford method. 
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Aliquots of 6 µg of protein extract were incubated with sample buffer at 95°C for 10 min and 
subjected to SDS-PAGE. The gels were stained with Coomassie blue or the proteins were 
electrophoretically transferred to nitrocellulose membranes. The membranes were either 
incubated with an anti-PptT antibody (1/6250) or with an anti-Hsp65 antibody (1/5000000) (a 
generous gift from Dr. Daffé) and with an anti-rabbit peroxidase conjugate (1/10000; Biorad, 
Marnes-la-Coquette, France). Bound antibody was visualized by an enhanced 
chemiluminescence reaction (Millipore, Molsheim, France) and exposed to Fuji X- ray film. 
 
Testing the requirement for PptT in vitro  
The wild-type strain of M. tuberculosis H37Rv was grown in 7H9 containing ADC and the 
PMM168 mutant on 7H9 containing ADC supplemented with Km, Hyg and ATc (100 ng/ml) 
for 7 days at 37°C. Dilutions of these cultures were streaked onto 7H11 plates supplemented 
with OADC with or without 300 ng/ml ATc. The plates were incubated for 20 days at 37°C.  
An aliquot of 100 µl of a saturated preculture of PMM99 was used to inoculate 10 ml of 7H9 
supplemented with Tween-80, Km and Hyg with or without 50 ng/ml ATc. The cultures were 
incubated at 37°C and 100 µl of serial dilutions of the cultures on days 0, 3, 6, 9 and 12 were 
streaked onto 7H11 plates supplemented with OADC with or without 100 ng/ml ATc . The 
plates were incubated for 20 days at 37°C. Similar experiments were performed with the 
PMM168, the conditional M. tuberculosis mutant, except that an ATc concentration of 100 
ng/ml was used in the culture medium. 
 
Macrophage infections 
To prepare bone marrow-derived macrophages, femurs and tibiae were resected from 8-week 
old female BALB/c mice. Haematopoietic stem cells were collected by flushing the bone 
cavity with RPMI-1640 culture medium (Fischer Scientific, Illkirch, France). Erythrocytes 
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were lysed by 2 min incubation in ACK buffer (Invitrogen, Saint Aubin, France) at room 
temperature. Cells were washed three times in HBSS and cultured for 6 days (with one refeed 
on day 3) in RPMI-1640 Glutamax I, 25 mM HEPES (Invitrogen) medium supplemented with 
10% fetal calf serum, 1% sodium pyruvate, 1% non-essential amino-acids and 10% 
LADMAC conditioned medium containing colony stimulating factor-1 (M-CSF) for 
macrophage differentiation. LADMAC cells were cultured and conditioned medium produced 
as recommended by the ATCC (LGC Promochem, cell line number: CRL-2420). On day 6, 
cells were collected and both macrophage phenotype and purity (> 90%) were analyzed for 
CD11b and F4-80 antigen expression with monoclonal antibodies anti CD11b (clone M1/70; 
BD Biosciences, Franklin lakes, NJ, USA) and anti F4-80 (clone CI:A3-1;  AbDSerotec, 
Oxford, UK) using a FACScalibur flow cytometer (BD Biosciences). Bone marrow-derived 
macrophages were seeded at a density of 5 x 105 cells in 24-well format plates and incubated 
at 37°C overnight to adhere to the plastic in complete RPMI without LADMAC conditioned 
medium. On day 7, cells were infected with PMM99 (the M. bovis BCG mutant) at a 
multiplicity of 10 bacteria per cell (10:1); the bacterial inoculum was prepared as previously 
described [53]. Two hours later, the supernatant was discarded and the macrophages were 
thoroughly washed with HBSS to remove extracellular bacteria. They were then cultured in 
complete RPMI with or without 500 ng/ml ATc. After various times of incubation, cells were 
lysed by addition of 1 ml of 0.5% Triton X-100 in water to release intracellular bacteria. 
Aliquots of 100 µl of diluted cell lysates (1:100) were plated on 7H11 agar containing Hyg, 
Km and ATc (100 ng/ml) to determine CFU. 
 
Animal experimentation 
Female 7-8-week old SCID and BALB/cJ mice were purchased from Charles River 
Laboratory (L’arbresle, France) and Centre d’Elevage Janvier (Le Genest St Isle, France) 
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respectively. To determine CFU counts in infected mice, bacteria were recovered from the 
spleen and lungs by homogenizing tissues in 5 ml of NaCl ⁄ Pi containing 0.05% Tween-80; 
100 µl of serial dilutions of these lung or spleen homogenates were plated on 7H11 plates 
supplemented with the appropriate antibiotic(s). Colonies were counted, and the detection 
limit was 50 bacteria (1.7 log) per organ (100 µl of undiluted homogenate). 
For the mixed-infection experiment in SCID mice, the M. bovis BCG wild-type strain was 
transformed with pMV361st, a mycobacterial plasmid conferring streptomycin resistance. 
Inocula were prepared by mixing M. bovis BCG:pMV361st cells with PMM99 cells at a final 
concentration of 1.23 x 108 CFU/ml for the wild-type strain and 1.25 x 108 CFU/ml for the 
PMM99 strain in a final volume of 2 ml. The actual numbers of CFU of each strain in the 
inocula were determined by plating serial dilutions on 7H11 plates containing Str and on 
7H11 plates containing Km, Hyg and ATc (100 ng/ml) before infection. Twenty SCID mice 
were infected intranasally with 40 µl of the BCG:pMV361st/PMM99 mixture (4.92 x 106 
CFU of M. bovis BCG:pMV361H and 5 x 106 CFU of PMM99). Five mice were killed one 
day after infection and used to determine the number of CFU that seeded in lungs; and five 
mice were killed on each 15, 30, 63 days after infection to count the number of bacteria in 
lungs and spleen. One mouse died before the end of the experiment. The number of viable 
bacteria in the organs of infected mice were determined by plating serial dilutions of tissue 
homogenates on 7H11 plates containing Str and on 7H11 plates containing Km and Hyg with 
or without 100 ng/ml ATc. 
To establish toxicity of doxycycline for growing M. bovis BCG in SCID mice, 17 SCID mice 
were infected with the M. bovis BCG wild-type strain (4 x 105 CFU/mouse). Three mice were 
killed one day post-infection to determine the number of CFU that seeded in lungs and the 
remaining mice were divided into four subgroups. Mice of  subgroup 1 (n=3) did not receive 
doxycycline; subgroups 2 (n=4), 3 (n=4) and 4 (n=3) were provided with drinking water 
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supplemented with 5% sucrose and doxycycline at concentrations of 0.1, 0.3 and 1 mg/ml, 
respectively. Mice were killed 21 days post-infection and CFU counts in lungs were 
determined by plating serial dilutions tissue homogenates on 7H11 plates. 
For mice infected with PMM99, PMM99 was cultivated in 7H9 medium containing Hyg, Km 
and ATc (100 ng/ml). Nine SCID mice were infected intranasally with 40 µl of inoculum 
(4.79 x 105 CFU/mouse). Three mice were killed one day post-infection for CFU counting. 
Three mice were provided with drinking water containing 5% sucrose and doxycycline (0.1 
mg/ml) and three mice were maintained on normal drinking water. The mice were killed 21 
days post-infection and CFU counts in lungs and spleen were determined by plating serial 
dilutions of tissue homogenates on 7H11 plates containing Km and Hyg in the presence or in 
the absence of ATc (100ng/ml). 
To study the involvement of PptT in the multiplication of M. tuberculosis during the acute 
phase of infection, 16 BALB/c mice were infected intranasally with M. tuberculosis H37Rv 
(1.72 x 103 CFU/mouse) and 16 BALB/c mice were infected with PMM168 (0.44 x 103 
CFU/mouse). Three mice from each group were killed 1 day post-infection to determine 
bacterial uptake. The remaining 13 mice in each group were divided in two subgroups: seven 
mice were fed drinking water supplemented with 5% sucrose and doxycycline (0.1 mg/ml) 
and the other six mice did not receive doxycycline. Three mice of the doxycycline-treated 
subgroup and three mice of the non-treated subgroup were killed on day 14 and 4 mice of the 
treated subgroup and 3 mice of the no-treated subgroup were killed on day 28; CFU counts in 
lungs and spleen were determined by plating serial dilutions of lung and spleen homogenates. 
7H11 plates were used for mice that were infected with the wild-type strain of M. tuberculosis 
and 7H11 plates containing Km and Hyg with and without ATc (300 ng/ml) were used for 
mice that were infected with PMM168. 
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To establish the role played by PptT in M. tuberculosis persistence in mice, 60 mice were 
infected intranasally with 40 µl (2.65 x 102 CFU/mouse) of the PMM168 mutant. Six mice 
were killed 1 day after infection to determine bacterial loads in lungs and spleen. The 
remaining mice (54) were maintained on drinking water with doxycycline (0.1 mg/ml) for 35 
days to induce expression of pptT in the mutant strain. On day 35, six mice were sacrificed to 
evaluate the multiplication of the bacteria in mice; doxycycline treatment was withdrawn 
from 24 mice and continued for 24 mice. Six mice of each subgroup were killed on days 63, 
91, 120 and 160. CFU counts in lungs and spleens of all mice were determined by plating 
serial dilutions of organ homogenates on 7H11 plates containing Km and Hyg in the presence 
or the absence of ATc (300 ng/ml). 
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Figure 1. Role of PptT in M. tuberculosis. 
A. Enzymatic reaction catalyzed by PPTases. CP: carrier protein. 
B. Schematic diagram of the role of PptT in the biosynthesis pathways for mycolic acids, 
polyketide-derived lipids and siderophores in M. tuberculosis. DIM: phthiocerol 
dimycocerosates, PGL: phenolglycolipids, PAT: polyacyltrehaloses, SL: sulfolipids. 
 
Figure 2. Effect of PptT depletion on the growth of M. bovis BCG and of M. tuberculosis 
in vitro. 
A. M. tuberculosis H37Rv WT and the PMM168 mutant strain were grown in 7H9 containing 
ADC (with Km, Hyg and ATc for PMM168) at 37°C and streaked onto 7H11 plates 
supplemented with OADC with or without ATc (300 ng/ml). Plates were incubated for 20 
days at 37°C. 
B. The M. bovis BCG PMM99 (left panel) and M. tuberculosis PMM168 (right panel) 
mutants were grown in 7H9 containing or not containing ATc at 37°C. Numbers of CFU in 
cultures with ATc (squares) were determined by plating dilutions of theses cultures onto 7H11 
plates supplemented with ATc (on days 0, 3, 6, 9, 12 for PMM99 and days 0, 6, 9, 12 for 
PMM168). CFU counts in cultures lacking ATc were determined by plating dilutions on 
7H11 plates supplemented with ATc (closed circles) or without ATc (open circles) to estimate 
the number of ATc-independent CFU. 
C. Western blot visualization of PptT in crude cell lysates of PMM99 (6 µg/lane) cultivated 
for 2 (D2), 4 (D4), and 6 (D6) days in a medium with (+) or without (-) ATc. The control lane 




Figure 3. Effect of PptT depletion on survival of PMM99 in murine macrophages. 
Bone marrow-derived macrophages were infected with strain PMM99, cultivated in the 
presence or absence of ATc (500 ng/ml) and lysed after 0, 3, 6 or 12 days. Viable bacteria 
were counted by plating dilutions of the lysates on selective media. The data reported are 
from one experiment performed in triplicate. The dashed line corresponds to the detection 
limit (3 log, see materials and methods). 
 
Figure 4. SCID mice infections with the PMM99 mutant. 
A. Competition between strain PMM99 and wild-type M. bovis BCG in infected SCID mice. 
SCID mice were infected with a mixture of wild-type M. bovis BCG and PMM99. Numbers 
of CFU of each strain recovered from the lungs (upper panel) and the spleen (lower panel) of 
SCID mice 1 day (D1), 15 days (D15), 30 days (D30) and 63 days (D63) after infection were 
determined by plating dilutions of homogenized tissues on selective media. Values are means 
± standard deviations (error bars) of CFU counts for 4 (day 63) or 5 (days 1, 15, 30) infected 
mice. The dashed lines correspond to the detection limit (1.7 log, see materials and methods). 
Asterisks indicate that CFU counts in all (*) or some (**) infected mice were below the 
detection limit (50 CFU/organ): the numbers of CFU scored in such cases is 50 CFU per 
organ. The average number of CFUs recovered from the organ is therefore overestimated. 
B. Effect of doxycycline treatment on the survival of PMM99 in SCID mice. SCID mice were 
infected with strain PMM99 and administered or not administered 0.1 mg/ml doxycycline. 
Numbers of CFU recovered from the lungs of infected mice on day 1 (D1) and from the lungs 
of untreated (-) and treated (+) mice on day 21 (D21) were determined by plating dilutions of 
homogenized tissues on 7H11 media. Values are means ± standard deviations (error bars) of 




Figure 5. Effect of PptT depletion on the multiplication of M. tuberculosis H37Rv in 
BALB/c mice. 
Mice were infected either with the wild-type M. tuberculosis strain or with strain PMM168 
and either received or did not receive doxycycline treatment (0.1 mg/ml) from one day post-
infection. Numbers of CFU of M. tuberculosis wild-type (dark gray bars) or of PMM168 
(light gray bars) in lungs (left panel) and spleen (right panel) of treated (+) and untreated (-) 
mice were determined on days 1 (D1), 14 (D14) and 28 (D28) by plating dilutions of 
homogenized tissues on selective media. Values are means ± standard deviations (error bars) 
of CFU counts for three or four infected mice (see materials and methods). The dashed line 
corresponds to the detection limit (1.7 log). Asterisks indicate the counts in all (*) or some 
(**) infected mice were below the detection limit (50 CFU/organ). In such cases, the number 
of CFU scored was 50 CFU per organ; consequently mean number of CFUs per organ is an 
overestimation.  
 
Figure 6. Effect of PptT depletion on the persistence of M. tuberculosis H37Rv in 
BALB/c mice. 
Mice were infected with strain PMM168 and treated with 0.1 mg/ml doxycycline from 1 day 
post-infection. Thirty-five days post-infection mice were split in two groups: group 1 
continued to receive doxycycline and doxycycline treatment was withdrawn from group 2. 
Numbers of CFU present in lungs (upper panel) and spleen (lower panel) of treated (light gray 
bars) and of untreated (dark gray bars) mice were determined 1 (D1), 35 (D14), 63 (D63), 91 
(D91), 120 (D120) and 160 (D160) days post-infection. The dashed line corresponds to the 
detection limit. Asterisks indicate the counts in all (*) or some (**) infected mice were below 
the detection limit (50 CFU/organ). In such cases, the number of CFU scored was 50 CFU per 
organ (1.7 log). 
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Figure 7. In vitro activity of PptT. 
A. Diagrammatic representation of the domain organization of Pks13 and of ACP and ACPb 
domains. ACP: Acyl Carrier protein, KS: ketosynthase, AT: acyltransferase, TE: thioesterase. 
B. ACP activation with CoA and acetyl-CoA. PptT was incubated with the apo-ACP module 
in the presence of either CoA (left panel) or acetyl-CoA (right panel). apo- (a) and holo-ACP 
(h) forms were separated on urea polyacrylamide gels and stained with Coomassie blue (see 
Materials and methods). M: Page Ruler prestained protein ladder plus (Fermentas). 
C. ACP activation with CoA analogs. PptT or Sfp were incubated with the apo-ACP domain 
in the presence of either fluorescent CoA analogs (CoA488 or CoA547) or CoA-biotin. 
Fluorescent holo-ACP forms (h) were resolved by SDS-PAGE and visualized by fluorescence 
scanning using a Typhoon scanner (GE Healthcare) (upper panel). Biotin-labeled ACP was 
detected by spotting 5µl of the reaction mix onto the nitrocellulose membrane and incubation 
with streptavidin peroxidase followed by enhanced chemiluminescence detection (lower 
panel). The dashed-line circle shows the drop zone for the PptT reaction. 
 
Figure 8. PptT SPA assay for high throughput screening. 
A. Principle of the PptT SPA assay. 
B. Effect of enzyme concentration on the SPA assay signal. Biotinylated apo-ACPb (4 µM) 
and radiolabeled [3H]CoA (2 µM) were incubated in the presence of 0, 40, 80, or 160 nM of 
PptT in standard conditions (see materials and methods). Reactions were stopped after various 
times by addition of stop buffer and 250 µg of SPA beads resuspended in 60 µl of water. 
Signals were detected by scintillation counting using a TopCount (Perkin Elmer). A parallel 
kinetic experiment was carried out with 80 nM of enzyme: the reaction was stopped at various 
times and loaded onto a SDS-urea polyacrylamide gel to separate apo- (a) and holo-ACP (h) 
forms (right panel). The gel was stained with Coomassie blue. 
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C. Determination of the Z’ factor. SPA assays were carried out in standard conditions (4 µM 
of ACPb, 2 µM of [3H]CoA, 2 µM of CoA) in the presence of 80 nM of enzyme (n=20, black 
squares) or without enzyme (n=20, black circles) at 30°C for 1.5 hour in a 96-well plate. 
Reactions were stopped by addition of stop buffer and SPA beads, and scintillation signals 
were detected using a TopCount. The Z’ factor was calculated as indicated in materials and 
methods (µc+= 100, µc-= 5.53, σc+= 4.74, σc-= 0.42). The dotted lines correspond to three 
standard deviations from the mean of the positive and negative controls. Data are expressed 
relative to the mean value for positive controls. 
 
Figure 9. Inhibition effect of Sfp inhibitors on PptT. 
A. PptT was incubated with the apo-ACP module in the presence of CoA and various 
concentrations (µM) of Sfp inhibitors (PD 404.182, SCH-202676, CzCl) dissolved in DMSO 
[30]. A control experiment involved adding 2 % DMSO without inhibitor. Reactions were 
stopped after 2 hours and apo- (a) and holo-ACP (h) forms were separated on SDS-urea 
polyacrylamide gels and stained with Coomassie blue. M: PageRuler prestained protein ladder 
plus (Fermentas). 
B. Effect of CzCl on SPA assay signal. SPA assays were done in standard conditions in the 
absence (black bars) or in the presence of CzCl (2µM, dark gray bars or 40 µM, light gray 
bars). Reactions were stopped after 1 or 2 hours and scintillation was detected using a 










Figure S1. Construction and characterization of the M. tuberculosis mutant strain 
PMM168. 
A. Representation of complementation plasmid pCpptTmb. 
B. Schematic diagram of the genomic organization of the pptT locus in wild-type M. 
tuberculosis and strain PMM168 (∆pptT:pCpptTmb). Black, hatched, and white boxes on the 
chromosome represent the pptT gene, the fragment deleted during the construction of the 
knockout mutant, and the 5' and 3' flanking regions amplified by PCR for mutant 
construction, respectively. The Km-resistance cassette used for targeted disruption is 
represented by a gray box. 
C. Strain PMM168 was analyzed by PCR, using various combinations of specific primers, as 
indicated. Positions and names of primers are indicated by arrows above each genetic 
structure, and the expected sizes of the PCR products are indicated. 
 
Figure S2. PMM99 crude cell lysates analyses. 
Crude cell lysates of PMM99 (6 µg/lane) cultivated for 2 (D2), 4 (D4), and 6 (D6) days in the 
presence (+) or in the absence (-) of ATc were analyzed by SDS-PAGE and Coomassie blue 
staining (A) and by western blotting with an anti-Hsp65 antibody (B). 
 
Figure S3. Effect of doxycycline treatment on the survival of M. bovis BCG in SCID 
mice. 
SCID mice were infected with wild-type M. bovis BCG and received 0.1, 0.3 or 1 mg/ml or 
no doxycycline in drinking water from the following day. Numbers of CFUs in the lungs of 
infected mice on day 1 (D1) and in the lungs of untreated (dark gray bar) and doxycycline-
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treated (light gray bars) mice on day 21 (D21) were determined by plating dilutions of 
homogenized tissue on 7H11 media. Numbers on light gray bars indicate the concentration of 
doxycycline used. Values are means ± standard deviations (error bars) of CFU counts for 
three mice.  
 
Figure S4. Effect of pH and temperature on PptT activity. 
PptT (200 nM) was incubated for 3 hours with the apo-ACP module (10 µM) and CoA (10 
µM) in various buffers of different pH containing 10 mM MgCl2, 30 mM NaCl, and 25 mM 
DTT at 30°C (upper panel) or in the presence of 75 mM Tris.HCl pH 7.0, 10 mM MgCl2, 30 
mM NaCl, and 25 mM DTT at 25, 30 or 37°C (lower panel). apo- (a) and holo-ACP (h) forms 
were separated on SDS-urea polyacrylamide gels and revealed by Coomassie blue staining. 
 
Figure S5. Effect of DMSO on SPA assay signal. 
SPA assays were done in standard conditions in the absence or in the presence of 1-5% 
(vol/vol) DMSO. Reactions were stopped after 1 hour and scintillation signals were detected 
using a TopCount. Data are expressed relative to the mean of signals obtained in the absence 
of DMSO. Data are from one experiment performed in triplicate. 
 
Supporting Protocol 1: Preparation of anti-PptT polyclonal antibodies. 
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Table 1. Strains, plasmids and oligonucleotides used in this study. 
Name Relevant characteristics/sequence Ref./source 
Strain   
PMM99 M. bovis BCG Pasteur ∆pptT::km carrying pCpptTmb, KmRHygR [16] 
PMM168 M. tuberculosis H37Rv ∆pptT::km carrying pCpptTmb, KmRHygR This study 
Plasmid   
pCpptTmb pSE100 containing pptT and the pimyc-tetR expression cassette, HygR [16] 
pSTB pET26b containing pptT from M. tuberculosis H37Rv fused to a DNA fragment encoding a poly-histidine tag, KmR This study 
pMSTB pET26b containing pptT from M. tuberculosis H37Rv fused to malE, KmR This study 
pSC994 pET28 containing DNA encoding the ACP fragment of Pks13 (residues M1-V122) from M. tuberculosis H37Rv, KmR This study 
pHGF8A26 pET28 containing DNA encoding the ACP fragment of Pks13 fused to an AviTag peptide sequence, KmR This study 
pMV361st pMV361e harboring a streptomycin-resistance gene, StrR This study 
Primer   
res1 5’-GCTCTAGAGCAACCGTCCGAAATATTATAAA-3’  
res2 5’-TATCGGACAAGCAGTGTCTGTTA-3’  
pptTUP 5’-ACCCGTCGCCGAATCGCTG -3’  
pptTDW 5’-ACCCTCGTCACGCAGCAGC -3’  
pptT5 5’-GCTTGGCAACCGATCGTGCG-3’  
tubSfp3 5’-ATGACGGTAGGCACGCTGG-3’  
tubSfp4 5’-CTATAGCACGATCGCGGTC-3’  
ACPb3 5’-GATCCGGTGGCCTGAATGACATCTTTGAGGCCCAGAAGA TCGAGTGGCATGAGAACCTGTACTTCCAGGGATAAC-3’  
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Supporting Protocol 1 
 
Preparation of anti-PptT polyclonal antibodies 
Anti-PptT antibodies were obtained by immunization of two rabbits with the PptT protein 
from M. tuberculosis. Briefly, the pptT gene was amplified by PCR from M. tuberculosis 
H37Rv genomic DNA and inserted into pET26b (Novagen), downstream from the T7 
promoter to yield plasmid pSTB. This encodes a recombinant PptT protein fused to a poly-His 
tag at its C-terminus. The construct was overexpressed in E. coli BL21(DE3) by incubation at 
37°C for 3 hours with 0.4 mM IPTG. Bacterial cells were harvested and inclusion bodies, 
containing the PptT protein, were recovered and resuspended in binding buffer containing 6M 
urea (80 mM Tris-HCl pH7.9, 500 mM NaCl, 5 mM imidazole, 6M urea). PptT was purified 
on Ni-NTA His-Bind resin (Novagen) under denaturing conditions with 6M urea as described 
by the manufacturer. Aliquots were prepared by diluting 200 μg of purified PptT in a final 
volume of 400 μl with PBS buffer and stored at -80°C. Every 15 days, two aliquots were 
thawed, mixed 1:1 with Freund’s incomplete adjuvant (Sigma-Aldrich) and injected into two 
rabbits. One week after each injection, 2 ml of serum were taken from the rabbits and anti-
PptT antibody was titered.  After five injections, rabbits were killed and total sera were 
recovered, incubated at 37°C for 1 h and at 4°C for one night and centrifuged (5000 rpm, 4°C, 





RESUME DES PRINCIPAUX RESULTATS
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 Des travaux récents réalisés dans notre équipe avaient permis d’établir que l’enzyme 
PptT joue un rôle essentiel dans le métabolisme lipidique des mycobactéries, et en particulier 
de M. tuberculosis, en activant notamment Pks13, une Pks impliquée dans la formation de 
lipides essentiels pour la mycobactérie, les mycolates (Chalut et al., 2006; Portevin et al., 
2004). Cette enzyme active également diverses Pks requises pour la formation de facteurs de 
virulence ainsi que plusieurs protéines impliquées dans la biosynthèse de sidérophores chez 
M. tuberculosis, des composés importants pour la survie du bacille lors de l’infection (Quadri 
et al., 1998a). Le caractère essentiel de l’enzyme PptT pour la croissance in vitro d’une 
souche du complexe Tuberculosis avait été montré par la construction d’une souche 
recombinante de M. bovis BCG exprimant PptT de façon conditionnelle (Chalut et al., 2006). 
Cette souche, appelée PMM99, possède un gène chromosomique pptT inactivé par 
recombinaison homologue et contient un plasmide portant le gène pptT placé sous la 
dépendance d’un promoteur comportant une séquence régulatrice (tetO) reconnue par le 
régulateur de transcription TetR (Ehrt et al., 2005). Lorsque PMM99 est cultivé en présence 
de faibles concentrations d’anhydrotétracycline (ATc) dans le milieu de culture, le répresseur 
TetR forme un complexe avec l’ATc, permettant ainsi l’expression du gène pptT porté par le 
plasmide et la croissance de la souche. En revanche, en absence d’ATc dans le milieu, le 
répresseur TetR empêche la production de PptT, inhibant la transcription du gène pptT et la 
croissance de la souche (Chalut et al., 2006). 
 
 Au cours de mes travaux de thèse, j’ai confirmé le rôle joué par PptT dans la viabilité 
de M. bovis BCG in vitro et étudié son rôle dans la survie de cette bactérie dans le 
macrophage et chez la souris. Le suivi de la croissance de la souche PMM99, en milieu 
liquide contenant ou non de l’ATc, et l’analyse du niveau d’expression de PptT dans les 
bactéries au cours du temps par Western blot, a permis d’établir clairement que l’absence de 
croissance de la souche est liée à l’arrêt de production de PptT. L’infection de macrophages 
murins avec PMM99 a permis de montrer que PptT est également requise pour la survie de la 
souche vaccinale dans ces cellules. Enfin, l’infection de souris immunodéficientes avec cette 
même souche a permis de montrer que PptT est essentielle pour la survie de M. bovis BCG 
dans les poumons des animaux.  
 
 En parallèle, une souche recombinante de M. tuberculosis exprimant PptT de façon 
conditionnelle a été construite en utilisant la même approche génétique que celle utilisée pour 
la construction de PMM99. Chez ce mutant, nommé PMM168, l’expression du gène pptT est 
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régulée par le système TetR/tetO et la production de l’enzyme PptT est dépendante de la 
présence d’ATc. La croissance de ce mutant nécessite une concentration en ATc supérieure à 
celle nécessaire à la croissance de PMM99 sur milieu gélosé (300 ng/ml contre 100 ng/ml). 
Ce mutant a été utilisé pour étudier le rôle de PptT au cours de des phases aigües et 
chroniques d’infection chez la souris. Lorsque des souris immunocompétentes sont infectées 
avec M. tuberculosis, il existe une première phase (phase aigüe) d’environ quatre semaines, 
au cours de laquelle les bacilles se multiplient activement dans les poumons et rates des 
animaux. La charge bactérienne stagne alors dans ces organes jusqu’à la mort de l’animal 
(phase chronique). Du fait de l’absence de multiplication du bacille, cette seconde phase 
d’infection mime les formes de tuberculose latente rencontrées chez l’homme qui sont 
particulièrement difficiles à traiter car les antibiotiques actuellement utilisés agissent 
essentiellement sur les formes réplicatives du bacille tuberculeux. Afin de vérifier si PptT 
représente une bonne cible thérapeutique pour le développement de nouveaux antibiotiques, 
nous avons évalué si la production de PptT était requise pendant les phases aigües et de 
persistance chez la souris. Nos résultats montrent que, l’enzyme PptT est indispensable pour 
la multiplication de la bactérie et son maintien pendant plusieurs mois, dans les poumons et 
rates des animaux. 
 
 Parallèlement à ces travaux, nous avons mis au point un test enzymatique in vitro basé 
sur la capacité de PptT à transférer le groupement P-pant du CoA sur les domaines ACP. La 
mise au point de ce test d’activité à nécessiter la mise au point de la production de deux 
entités protéiques (l’enzyme PptT et le substrat protéique sous forme apo) et la recherche d’un 
mode opératoire permettant de détecter le transfert du bras P-pant sur le domaine ACP. Des 
travaux avaient montré que l’enzyme PptT peut être surproduite en fusion avec la « Maltose 
Binding Protein » (MBP) sous forme soluble et enzymatiquement active chez E. coli puis 
purifiée sur colonne d’amylose (Quadri et al., 1998a). Le substrat protéique utilisé pour tester 
l’ activité enzymatique de la protéine PptT correspond au domaine ACP localisé en position 
N-terminale de la protéine Pks13, substrat naturel de l’enzyme. Ce domaine a été produit sous 
forme apo en fusion avec une étiquette polyHis dans une souche E. coli BL21(DE3) et purifié 
sur colonne de nickel. Après avoir déterminé les conditions permettant à l’enzyme de 
fonctionner, nous avons adapté ce test au criblage haut-débit de chimiothèques en cherchant 
un moyen de détecter rapidement et facilement l’activation du domaine ACP au cours de la 
réaction. Plusieurs dérivés de CoA comportant un groupement biotine ou un fluorophore à 
l’extrémité du bras P-pant ont été testés mais aucun de ces substrats ne sont utilisés par 
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l’enzyme. Nous avons alors développé une seconde approche basée sur la technologie SPA 
(Scintillation Proximity Assay). L’enzyme PptT est incubée en présence du fragment apo-
ACP et de CoA radiomarqué (3H) sur le bras P-pant pour permettre la production d’un 
domaine holo-ACP radiomarqué. A l’issue de la réaction, des billes recouvertes de scintillant 
capables de fixer le domaine ACP sont ajoutées au milieu réactionnel. La fixation du fragment 
ACP activé radioactif sur les billes génère un signal lumineux permettant ainsi de déterminer 
la quantité de produit formé. Pour fixer de façon stable et efficace le domaine ACP sur les 
billes SPA, nous avons utilisé des billes recouvertes de streptavidine et un domaine ACP 
modifié comportant un groupement biotine. Le test enzymatique a ensuite été miniaturisé pour 
l’adapter aux plaques 96 puits afin de se rapprocher des conditions du criblage haut-débit. 
Dans ces conditions, nous avons évalué la fiabilité du test par calcul d’un facteur de 
robustesse, le facteur Z’. Dans nos conditions, le facteur Z’ est du 0.83 ce qui traduit la très 
bonne qualité du test. 
 
 Enfin, nous avons vérifié si l’enzyme pouvait être inhibée par des composés exogènes. 
Des travaux menés sur la PPTase Sfp de B. subtilis avait permis d’identifier plusieurs 
composés inhibant l’activité de cette enzyme (Yasgar et al., 2010). Parmi ces composés, six 
ont été testés sur PptT et un composé, le calmidazolium chloride, inhibe PptT in vitro et de 
manière dose-dépendante. Ce résultat montre que l’activité de l’enzyme peut être inhibée par 
de petites molécules. 
 
 L’ensemble de ces travaux montre que l’enzyme PptT répond aux principaux critères 
d’une bonne cible pharmacologique (essentialité in vitro et chez l’hôte, activité enzymatique 
inhibable) pour le développement de nouveaux antituberculeux et fournit les outils pour 
rechercher de telles molécules. 
 

   




 L’objectif de ce travail était de démontrer que la protéine PptT constitue une nouvelle 
cible thérapeutique pour le développement de nouveaux antituberculeux. La recherche et 
l’étude des cibles thérapeutiques dans de nombreuses études depuis plus de vingt ans a permis 
de définir plusieurs critères caractéristiques représentatifs de la qualité d’une cible 
thérapeutique potentielle (Kohanski et al., 2010; Zheng et al., 2006). Pour un pathogène viral 
ou bactérien, l’importance du rôle de la cible dans la croissance ou la virulence du pathogène 
dans le contexte infectieux est un critère crucial. Le niveau d’inhibition requis pour bloquer la 
croissance cellulaire ou induire la mort devrait être faible ou, autrement dit, la cible devrait 
être vulnérable. La capacité de trouver des inhibiteurs de la cible et la possibilité de l’inhiber 
avec des molécules exogènes sont des caractéristiques également indispensables. Dans l’idéal, 
il ne devrait pas y avoir, dans l’organisme de l’hôte, une ou plusieurs protéine(s) dont la 
séquence en acides aminés et la structure sont proches de celles de la cible. Afin de tester si 
PptT répond à ces différents critères, nous avons (i) construit une souche recombinante de M. 
tuberculosis dans laquelle l’expression du gène pptT est contrôlée, (ii) réalisé des expériences 
d’infection de différents modèles cellulaires et animaux avec les souches recombinantes de M. 
bovis BCG et M. tuberculosis, (iii) mis en place un test enzymatique in vitro adapté au 
criblage haut-débit afin de chercher des inhibiteurs de l’enzyme et (iv) nous avons vérifié que 





A. L’ENZYME PPTT EST ESSENTIELLE POUR LA 
PHYSIOLOGIE MYCOBACTERIENNE IN VITRO ET IN VIVO 
 
 Le premier objectif de mon projet de thèse était d’établir clairement le rôle de la 
protéine PptT dans la physiologie mycobactérienne et en particulier dans celle de M. 
tuberculosis, in vitro et in vivo, chez la souris. 
 
 Nos travaux montrent que l’enzyme PptT est essentielle pour la croissance in vitro de 
M. bovis BCG et de M. tuberculosis, en milieu liquide et solide (Figure 2 de la publication). 
Des travaux récents ont montré que PptT active notamment Pks13, enzyme qui catalyse l’une 
des dernières étapes de la voie de biosynthèse des acides mycoliques (Chalut et al., 2006; 
Portevin et al., 2004). Ces acides gras, qui entrent dans la composition de la mycomembrane, 
sont essentiels à la viabilité mycobactérienne (Takayama et al., 1972; Vilcheze et al., 2000). 
Ainsi, l’arrêt de production des acides mycoliques serait vraisemblablement la cause de 
l’inhibition de croissance observée in vitro lorsque les souches recombinantes PMM99 et 
PMM168 sont cultivées en absence d’ATc. De façon concordante, l’INH, un des antibiotiques 
de première ligne les plus efficaces qui interfère avec la biosynthèse des acides mycoliques, 
inhibe la croissance de cultures de mycobactéries in vitro (Koch-Weser et al., 1955; 
McClatchy, 1971). Dans les cultures de M. tuberculosis traitées avec cet antibiotique, la 
concentration en bactéries cultivables diminue pendant les deux premiers jours de culture puis 
stagne, vraisemblablement à cause de la présence de bactéries tolérantes aux antibiotiques 
appelées « persisters » (de Steenwinkel et al., 2010; Jayaram et al., 2004; Rastogi et al., 
1996). 
 
 Après six jours de culture des souches PMM168 et PMM99 en absence d’ATc, une 
augmentation de la concentration bactérienne est observée (Figure 2B de la publication). Une 
sous-population de bactéries semble donc échapper à la régulation par le système TetR/tetO. 
Le séquençage du gène tetR sur le plasmide de complémentation de plusieurs de ces bactéries 
isolées sur milieu gélosé a montré l’apparition de mutations dans la séquence de ce gène. Ces 
mutations conduisent à des changements en acides aminés dans la séquence du répresseur ou 
à l’introduction d’un codon-stop. Ces mutations, qui rendent les bactéries indépendantes de 
l’ATc, traduisent l’importance de la pression de sélection imposée aux bactéries pendant les 
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manipulations génétiques conduisant au changement du système d’expression de pptT et 
témoignent de l’essentialité de ce gène chez le bacille tuberculeux. 
 
 L’implication de PptT dans la survie intracellulaire des mycobactéries a également été 
testée. Pour cette étude, des macrophages murins (BMDM) ont été infectés avec la souche 
recombinante de M. bovis BCG, PMM99. Nos résultats montrent que, dans ce modèle 
cellulaire, l’absence d’expression du gène pptT se traduit par une élimination progressive des 
bactéries alors que, lorsque PptT est produite, les bactéries se maintiennent dans les cellules 
(Figure 3 de la publication). L’enzyme PptT active la production de plusieurs lipides de 
l’enveloppe parmi lesquels certains ont un rôle dans la survie intracellulaire des 
mycobactéries. Par exemple, des souches mutantes de M. tuberculosis ne produisant plus de 
DIM présentent une résistance diminuée aux RNI produits par les macrophages (Rousseau et 
al., 2004). De plus, ces souches déficientes en DIM ne peuvent plus bloquer la maturation du 
phagosome dans lequel les bactéries ont été internalisées, permettant ainsi la mise en place 
des mécanismes bactéricides du macrophage et l’élimination de M. tuberculosis (Astarie-
Dequeker et al., 2009; Pethe et al., 2004). L’élimination de la souche PMM99 pourrait 
également résulter de l’absence de production des acides mycoliques qui sont essentiels à la 
viabilité mycobactérienne et dont les formes estérifiées au tréhalose semblent impliquées dans 
l’arrêt de maturation du phagosome (Indrigo et al., 2002; Takayama et al., 1972; Vilcheze et 
al., 2000). Enfin, le phénotype observé pourrait aussi être dû à l’arrêt de production des 
sidérophores, MBT et CMBT, qui jouent un rôle dans la multiplication du bacille tuberculeux 
dans les macrophages (De Voss et al., 2000). L’absence de ces lipides de l’enveloppe semble 
donc avoir comme conséquence la diminution des moyens de protection des bactéries contre 
les mécanismes bactéricides du macrophage et l’arrêt de la production des composés 
permettant la modulation de ces mécanismes, ce qui permet l’élimination des bactéries par le 
macrophage. 
  
 Comme énoncé au début de cette discussion, l’élucidation du rôle d’une protéine dans 
un contexte infectieux est un critère primordial pour la validation d’une cible thérapeutique. 
Nous avons donc entrepris des études du rôle de PptT pour la physiologie mycobactérienne in 
vivo. Dans un premier temps, nous avons analysé le rôle de PptT pour la multiplication 
mycobactérienne dans le modèle le plus couramment utilisé pour ce type d’étude, la souris 
(Flynn et al., 2008).  
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 Une première étude du rôle de PptT pour la survie mycobactérienne in vivo a été 
menée en infectant des souris SCID (Severe Combined Immunodeficient) avec la souche 
PMM99. Nous avons utilisé ce modèle murin immunodéficient car M. bovis BCG peut y 
survivre, ce qui n’est pas le cas dans les souris immunocompétentes dont le système 
immunitaire contrôle l’infection (North and Izzo, 1993a; North and Izzo, 1993b). Dans nos 
travaux, la souche sauvage se maintient dans les poumons des animaux et une dissémination 
dans la rate est observée quinze jours après le début de l’infection alors que, dans les mêmes 
animaux, la souche PMM99 est progressivement éliminée des poumons et ne se dissémine pas 
jusqu’à la rate (Figure 4A de la publication). Lorsque la production de PptT est restaurée par 
traitement des souris avec de la doxycycline, un analogue de l’anhydrotetracycline, la souche 
PMM99 se maintient dans les animaux à l’image de la souche sauvage (Figure 4B). Ces 
résultats suggèrent que l’enzyme PptT aurait un rôle dans la survie de M. bovis BCG in vivo.  
 Dans nos travaux, lorsque les souris sont infectées avec la souche sauvage M. bovis 
BCG, la charge bactérienne reste stable dans les poumons des animaux, vraisemblablement 
parce que les bactéries ne s’y multiplient pas. Il semble donc peu probable que l’élimination 
de la souche PMM99 des poumons murins soient la conséquence de l’absence de production 
des acides mycoliques puisque les voies de biosynthèse de ces lipides sont actives pendant la 
phase de multiplication et non pendant la phase stationnaire in vitro (Lacave et al., 1989). 
L’élimination de la souche PMM99 des poumons et l’absence de dissémination de la souche à 
la rate pourraient alors être liées à l’arrêt de la production des DIM qui ont un rôle dans la 
résistance des mycobactéries aux RNI et aux mécanismes bactéricides des cellules de l’hôte 
tels que ceux mis en jeu lors la maturation des phagosomes (Astarie-Dequeker et al., 2009; 
Rousseau et al., 2004). L’élimination de la souche PMM99 des poumons murins pourrait 
également être due à l’absence de biosynthèse des PGL, polykétides produits par M. bovis 
BCG et ayant un rôle dans l’inhibition de la production de plusieurs cytokines impliquées 
dans le contrôle de l’infection à M. tuberculosis (Reed et al., 2004). Enfin, PptT active 
également la biosynthèse de sidérophores, les mycobactines, qui sont impliqués dans la survie 
mycobactérienne dans les environnements pauvres en fer tels que ceux rencontrés chez l’hôte 
(De Voss et al., 2000; Quadri, 2008). 
 
Des expériences d’infection similaires réalisées avec la souche PMM168 et des souris 
immunocompétentes montrent que PptT est également requise pour la multiplication de M. 
tuberculosis in vivo (Figure 5 de la publication). Classiquement dans le modèle murin, 
l’infection par voie intranasale avec M. tuberculosis entraîne la formation d’un foyer 
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infectieux dans les poumons à partir duquel des bactéries se propagent, par la voie sanguine, à 
d’autres organes tels que la rate et le foie. L’inhibition de multiplication de la souche 
PMM168 dans les souris non traitées est vraisemblablement la conséquence de l’absence de 
production des acides mycoliques dont la biosynthèse est essentielle pour la multiplication des 
mycobactéries (Lacave et al., 1989; Takayama et al., 1972; Vilcheze et al., 2000). Cependant, 
il n’est pas exclu que l’absence d’autres lipides de l’enveloppe soit également responsable de 
ce phénomène. En particulier, les DIM ont un rôle dans la capacité de M. tuberculosis à se 
multiplier chez l’hôte et à se disséminer, notamment dans la rate. De nombreuses études ont 
en effet montré que l’absence de DIM liée à des mutations des gènes codant pour des 
enzymes impliquées dans leur biosynthèse, tels que fadD26, fadD28, ou sur le promoteur 
localisé en amont des gènes ppsA-E, entraîne une diminution de la multiplication de la souche 
mutée chez la souris (Camacho et al., 1999; Cox et al., 1999; Rousseau et al., 2004). La 
diminution du nombre de CFUs (Colony Forming Units) est de l’ordre de 1,5 log en moyenne 
dans les poumons des animaux et, dans l’étude de Rousseau et coll., cette différence est 
retrouvée dans la rate. Dans leurs travaux, Cox et coll. n’ont pas observé de différence de 
multiplication dans la rate mais la lignée de souris infectée, la souche de M. tuberculosis 
utilisée et la voie d’infection diffèrent de celles des travaux de Rousseau et coll. (Cox et al., 
1999; Rousseau et al., 2004). 
Le rôle des sidérophores MBT et CMBT pour la multiplication de M. tuberculosis 
chez la souris n’a pas été clairement établi, cependant, dans diverses études, le suivi du niveau 
d’expression de gènes impliqués dans la régulation de l’homéostasie du fer a été effectué. Par 
exemple, le gène mtbB, codant pour une des NRPS impliquées dans la biosynthèse des MBT, 
est peu induit pendant la phase de multiplication chez la souris (Timm et al., 2003). Ces 
résultats sont assez étonnants puisque, dans l’organisme de l’hôte, les concentrations en fer 
sont environ 1011 à 1012 fois plus faibles que celles requises par les pathogènes bactériens 
(Andrews et al., 2003). Dans cette même étude, le dosage du nombre de transcrits du gène 
bfrA, qui code une bactérioferritine impliquée dans le stockage du fer, est même plus faible 
pendant la multiplication de M. tuberculosis chez la souris que lorsque la souche est cultivée 
in vitro. Les auteurs déduisent de ces résultats que l’absence de sur-production des protéines 
impliquées dans la capture et le stockage du fer traduit une disponibilité en fer chez l’hôte 
pendant cette phase (Timm et al., 2003). Ainsi, il semblerait que la capture du fer ne soit pas 
requise pendant les premières semaines de l’infection et on peut donc supposer que la 
production des sidérophores MBT/CMBT ne soit pas limitante pendant cette phase de 
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l’infection. Ainsi, l’inhibition de croissance de la souche PMM168 ne semble pas liée à la 
déplétion en sidérophores. 
 
 L’élaboration d’un traitement efficace contre les formes latentes de la tuberculose est 
un des défis majeurs de la recherche. Les tuberculoses latentes sont la conséquence d’une 
infection par M. tuberculosis qui est maîtrisée par le système immunitaire de l’hôte. Les 
tuberculoses latentes sont asymptomatiques et caractérisées par la présence d’une faible 
charge bactérienne chez l’hôte (Barry et al., 2009). L’état physiologique de M. tuberculosis au 
cours des formes latentes de la tuberculose est encore mal connu mais il est désormais admis 
que les bactéries ne semblent pas uniquement dans un état de dormance mais pourraient 
également se multiplier (Barry et al., 2009; Lin and Flynn, 2010; Young et al., 2009). La 
compréhension des mécanismes mis en place par le bacille tuberculeux pour se maintenir dans 
l’hôte est importante pour le développement d’un traitement efficace, et c’est dans cette 
optique que nous avons cherché à évaluer le rôle de PptT pour la persistance de M. 
tuberculosis chez la souris. 
Classiquement lorsque des souris immunocompétentes sont infectées avec M. 
tuberculosis, il y a une première phase pendant laquelle la charge bactérienne augmente dans 
les poumons et rate des animaux. Puis, la charge bactérienne reste stable dans ces organes 
jusqu’à la mort des animaux. Cette deuxième phase pendant laquelle la charge n’évolue plus, 
appelée phase de persistance, est couramment employée comme modèle de la tuberculose 
latente rencontrée chez l’homme. Néanmoins, ce modèle ne reflète pas plusieurs aspects de la 
tuberculose latente humaine. En effet, les granulomes murins sont peu structurés et 
exclusivement cellulaires (pas de caséum). Ils ne sont pas hypoxiques et ne présentent pas de 
nécrose centrale. Enfin, la charge bactérienne est très élevée dans les organes murins pendant 
la phase chronique alors que, pendant la tuberculose latente, le niveau d’infection est bas chez 
l’homme (Flynn et al., 2008; Rhoades et al., 1997; Russell et al., 2009; Via et al., 2008). 
 Nos résultats montrent que pendant la phase de persistance chez la souris, l’absence de 
production PptT chez la souche PMM168 entraîne une diminution de la charge bactérienne 
dans les poumons et rates des animaux (Figure 6 de la publication). Ceci suggère que 
l’enzyme joue un rôle pour la persistance de M. tuberculosis pendant l’infection et, donc, 
qu’un ou plusieurs des lipides produits grâce à l’activité de PptT joueraient un rôle pour le 
maintien du bacille tuberculeux. Il est en effet possible que cette diminution de charge 
bactérienne observée lorsque le gène pptT n’est pas exprimé soit liée à l’absence des acides 
mycoliques. En effet, l’INH qui inhibe la biosynthèse de ces composés permet de réduire 
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fortement la charge bactérienne dans les poumons de souris infectées de façon chronique avec 
M. tuberculosis (Dhar and McKinney, 2010).  
 Les DIM semblent également impliqués dans la persistance de M. tuberculosis chez la 
souris. En effet, une souche recombinante de M. tuberculosis déficiente en DIM se multiplie 
moins bien dans les poumons murins que la souche sauvage et la différence de charge 
bactérienne entre les deux souches s’accentue au cours de la phase de persistance (Rousseau 
et al., 2004). En revanche, à l’issue de la multiplication dans la rate, la différence de charge 
entre les deux souches ne s’accentue pas et donc ces lipides ne semblent pas requis pour le 
maintien de M. tuberculosis dans cet organe. Les DIM jouent un rôle important dans 
l’imperméabilité de l’enveloppe mycobactérienne et la résistance aux mécanismes 
bactéricides de l’hôte et leur absence pourrait permettre aux défenses de l’hôte d’éliminer le 
bacille des poumons murins (Rousseau et al., 2004). 
 Les sidérophores de M. tuberculosis semblent également impliqués dans la persistance 
du bacille tuberculeux car plusieurs gènes impliqués dans l’homéostasie du fer sont fortement 
transcrits pendant la phase de persistance chez la souris. C’est le cas par exemple des gènes 
mtbB et bfrA présentés ci-avant (Timm et al., 2003).  
 Les résultats présentés dans la figure 6 montrent que lorsque les souris infectées avec 
la souche PMM168 sont traitées avec la doxycycline, la charge bactérienne diminue 
également dans les organes des animaux pendant la phase de persistance. Ces résultats 
reflètent en réalité deux expériences d’infection menées indépendamment suivant le même 
protocole. Dans une de ces expériences, la charge bactérienne dans les animaux traités reste 
stable pendant toute la phase de persistance comme attendu. Dans la deuxième expérience en 
revanche, la charge bactérienne diminue de façon identique dans les souris traitées et non 
traitées. Cette diminution de la charge bactérienne chez les souris traitées à la doxycycline 
pourrait être due à une erreur technique qui se serait produite au cours de la deuxième 
expérience. Dans le but d’éclaircir ces résultats, une expérience similaire est actuellement en 
cours au laboratoire. Néanmoins, ces expériences démontrent l’essentialité du gène pptT 
pendant cette phase de persistance et donc l’importance de certains des lipides de l’enveloppe 
pendant cette phase.  
 
 En conclusion, nous avons montré, dans cette première partie de nos travaux, que PptT 
répond à un des critères caractérisant une bonne cible thérapeutique car l’enzyme est 
essentielle pour la viabilité du bacille tuberculeux in vivo. Il est possible que seuls certains 
lipides produits grâce à l’enzyme PptT soient impliqués dans la persistance du bacille 
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tuberculeux chez la souris. Ainsi, il serait intéressant de regarder la survie de souches du 
bacille exprimant de façon conditionnelle une enzyme intervenant spécifiquement dans la voie 
de biosynthèse d’un lipide particulier afin d’évaluer le rôle individuel de chacun de ces lipides 
pour la persistance de M. tuberculosis dans l’animal. Par ailleurs, les lésions causées par M. 
tuberculosis dans le modèle murin que nous avons utilisé (Balb/C) sont très différentes de 
celles retrouvées chez l’homme, notamment en ce qui concerne l’organisation et le niveau de 
caséification des granulomes. Or, les micro-environnements rencontrés par M. tuberculosis 
dans l’organisme de l’hôte sont particulièrement importants dans le cadre de l’étude de la 
physiologie du bacille tuberculeux in vivo car ils sont à l’origine de modifications 
métaboliques chez la bactérie (Barry et al., 2009; Esmail et al., 2011; Young et al., 2009). Il 
serait donc intéressant d’étudier l’effet de la déplétion de PptT ou d’autres enzymes de la voie 
de biosynthèse des lipides de l’enveloppe de M. tuberculosis dans un modèle dont les lésions 
sont proches de celles rencontrées chez l’homme. C’est le cas, par exemple, des souris 
« Kramnik » (C3HeB/FeJ) qui développent des granulomes nécrotiques et hypoxiques suite à 






B. MISE EN PLACE D’UN TEST ENZYMATIQUE IN VITRO 
ADAPTE AU CRIBLAGE HAUT-DEBIT DE CHIMIOTHEQUES 
 
 Notre deuxième objectif était de mettre en place un test enzymatique adaptable au 
criblage haut-débit de chimiothèques dans le but de trouver des inhibiteurs de PptT. Dans 
plusieurs études récentes, des tests enzymatiques avaient été mis en place pour la recherche 
d’inhibiteurs de PPTases, en particulier avec l’enzyme Sfp de Bacillus subtilis. 
 
 Récemment, une stratégie basée sur la détection de l’activité d’une NRPS, BpsA, a été 
proposée afin de tester l’activité de PPTases (Owen et al., 2011). BpsA catalyse la conversion 
de deux molécules de L-glutamine en indigoidine, un pigment qui peut être directement 
détecté in vivo et in vitro grâce à sa couleur bleu caractéristique et sa capacité d’absorbance à 
590 nm (Takahashi et al., 2007). L’activité de BpsA est dépendante de son activation par une 
PPTase qui permet son passage vers la forme holo. Dans ce test, la production d’indigoidine 
sert de rapporteur de l’activation de BpsA qui elle-même témoigne de l’activité de la PPTase. 
Ce test qui est fonctionnel avec au moins trois PPTases (Sfp de B. subtilis, PpsC de 
Pseudomonas aeruginosa et PP1183 de Ps. Putida) a permis d’identifier un inhibiteur, le 6-
NOBP, précédemment identifié comme un inhibiteur de Sfp (Yasgar et al., 2010). Des essais 
réalisés dans notre équipe ont montré que le test est également fonctionnel avec PptT 
(données non montrées). L’inconvénient majeur de la stratégie développée par Owen et coll., 
est qu’elle pourrait conduire à la détection d’inhibiteurs de BpsA au lieu d’inhibiteurs de la 
PPTase testée.  
 
 Des essais in vitro utilisant la technique de FRET (Fluorescence Resonance Energy 
Transfer) ou de polarisation de fluorescence ont récemment été mis au point avec la PPTase 
Sfp de B. subtilis (Duckworth and Aldrich, 2010; Yasgar et al., 2010). Le test enzymatique 
mis au point par Duckworth et Aldrich permet de détecter l’inhibition de l’association entre 
Sfp et le CoA par un composé exogène (Duckworth and Aldrich, 2010). Pour cela, le CoA 
utilisé est couplé à une sonde fluorescente qui peut émettre de la lumière lorsqu’elle est 
excitée avec la longueur d’onde appropriée. Après excitation avec de la lumière polarisée, si 
le CoA n’est pas lié à Sfp, la lumière émise par le fluorophore devient faiblement polarisée, 
alors que si le CoA est lié à l’enzyme, la lumière émise restera polarisée. L’absence de liaison 
entre le CoA et Sfp peut être détectée par une diminution de la polarisation de la lumière 
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émise. Cette technique qui peut être adaptée au criblage haut-débit ne permet cependant pas 
de suivre l’activité de l’enzyme et utilise un CoA modifié qui n’est pas le substrat naturel de 
l’enzyme. Dans leurs travaux, Yasgar et coll. ont développé un test enzymatique basé sur le 
FRET qui a permis d’identifier des inhibiteurs de l’enzyme Sfp (Yasgar et al., 2010). Dans ce 
test, le CoA et le peptide accepteur du bras P-pant, une séquence peptidique consensus 
(YbbR) contenant le résidu sérine activable par les PPTases, sont couplés à des fluorophores 
qui, en cas de proximité immédiate, provoquent un arrêt d’émission de fluorescence. Ce test 
est fonctionnel in vitro et son adaptation au criblage haut-débit a permis de cribler la 
chimiothèque LOPAC1280 et d’identifier plusieurs inhibiteurs de Sfp.  
 
 Dans ce projet de thèse, nous souhaitions développer un test basé sur la capacité de 
PptT à transférer le groupement P-pant du CoA sur les domaines porteurs des PKS et NRPS. 
Pour ce test, PptT est produite fusionnée à la Maltose Binding Protein (MBP), forme soluble 
et active chez E. coli (Quadri et al., 1998a). Le substrat protéique choisi est un des domaines 
ACP de Pks13, PKS responsable de l’étape finale de condensation de la voie de biosynthèse 
des acides mycoliques (Figure 7A de la publication). Dans le but de mettre au point au test 
compatible avec le criblage haut-débit, des essais ont été menés avec différentes formes de 
CoA modifié parmi lesquelles des molécules de CoA couplées à un fluorophore, du CoA547 
ou du CoA488. Malgré plusieurs essais dans des conditions réactionnelles variables, nous 
n’avons jamais observé d’activation du domaine ACP avec ces dérivés de CoA (Figure 7C de 
la publication). Des essais ont également été réalisés avec du CoA biotinylé sur lequel la 
biotine est greffée au P-pant grâce à un long bras carboné. L’utilisation de streptavidine 
couplée à une enzyme rapportrice telle qu’une peroxydase aurait permis de détecter la 
formation de domaines ACP activés. Mais, là encore, aucune activation des domaines ACP 
n’a été détectée (Figure 7C de la publication). Contrairement à PptT, Sfp est capable d’utiliser 
les différents dérivés du CoA testés (Figure 7C de la publication). La protéine Sfp est 
notamment caractérisée par sa capacité à activer les domaines porteurs de diverses FAS, Pks 
et NRPS de B. subtilis et d’autres microorganismes (Kealey et al., 1998; Lambalot et al., 
1996; Quadri et al., 1998b). Cette propriété pourrait être liée à la structure secondaire du site 
de liaison au substrat de Sfp, constitué d’une boucle flexible, qui permettrait à l’enzyme de 





 Nous avons finalement choisi d’utiliser un substrat naturel de PptT, du CoA 
radiomarqué sur le P-pant afin de détecter l’apparition du produit réactionnel par 
radiomarquage. Cette stratégie avait déjà été utilisée pour détecter l’activité de PPTases, mais 
jamais adaptée au criblage haut-débit (Kealey et al., 1998; Lambalot and Walsh, 1995; 
Lambalot et al., 1996; Mofid et al., 2004). Pour mettre en place ce test, nous avons utilisé la 
technologie de scintillation de proximité ou SPA, une approche qui permet notamment la 
détection de phosphorylations, d’interactions protéine-protéine, protéine-ADN ou encore 
ligands-récepteurs (Glickman et al., 2008; Sittampalam et al., 1997). Le principe de la 
détection de l’activation des domaines ACP est basé sur l’émission de lumière suite à la 
fixation du domaine ACP activé sur les billes SPA. Parmi les deux formes de CoA 
radiomarqué disponibles, 3H ou 14C, nous avons choisi le CoA [3H], un radio-isotope 
préférable pour des essais en SPA car le faible niveau énergétique du rayonnement β 
minimise le bruit de fond lié aux molécules de CoA libres en solution (Sittampalam et al., 
1997). Ainsi, aucune étape de séparation des substrats ne sera nécessaire pour détecter les 
ACP activés ce qui facilitera grandement l’automatisation du test.  
 
 Lors de la mise au point du test, nous avons notamment testé différentes 
concentrations de l’enzyme variant de 40 à 160 nM pour 4µM de domaines ACP (Figure 8B 
de la publication). Nos résultats indiquent que la vitesse de la réaction augmente 
significativement avec la concentration en enzyme. Nous aurions donc pu nous placer à la 
concentration maximale en enzyme. Cependant, cela aurait requis l’utilisation d’une quantité 
relativement importante de domaines ACP afin de rester en vitesse initiale pendant une durée 
compatible avec les criblages à haut-débit. L’utilisation d’une concentration en ACP plus 
importante nécessiterait inévitablement une augmentation de la concentration en CoA [3H] 
dans le test. Or, le substrat radiomarqué a un coût très important. Nos résultats montrent que 
l’utilisation de 80 nM de MBP-PptT avec 4µM d’ACP et 4µM de CoA représente un bon 
compromis entre la vitesse de réaction, le rapport enzyme sur substrat (1:50) et le coût par 
point de l’essai. 
 
 La robustesse du test a évaluée par le calcul d’un facteur de fiabilité, le facteur Z’. Ce 
facteur statistique est couramment employé pour évaluer et valider la qualité d’un test 
enzymatique adapté au criblage haut-débit (Zhang et al., 1999). Si le facteur Z’ est supérieur à 




 La plupart des molécules composant les chimiothèques sont solubilisées dans du 
diméthylsulfoxyde (DMSO). Ce solvant organique peut potentiellement inhiber l’activité des 
enzymes testées (Rammler, 1967). Nos résultats monte que le test est compatible avec 
l’utilisation de DMSO jusqu’à 3% (v/v) du volume final (Figure S5 de la publication). 
 
 Le test a ensuite été miniaturisé avec succès en plaque 96 puits et des essais sont 
actuellement en cours chez Sanofi-Aventis pour l’adapter à des plaques 384 puits couramment 
utilisées sur les robots de criblage. Notre test est fonctionnel avec Sfp et pourrait donc 
potentiellement être adapté à d’autres PPTases telles que AcpS de M. tuberculosis afin de 
trouver des inhibiteurs de cette autre enzyme essentielle du bacille tuberculeux. 
 
 Un autre des critères attestant de la qualité d’une cible est le fait que l’enzyme puisse 
être inhibée par des petites molécules. Nous avons donc essayé de trouver des inhibiteurs de 
PptT. Dans des travaux récents, plusieurs molécules inhibitrices de Sfp avait été mise en 
évidence (Yasgar et al., 2010). Six de ces molécules ont pu être testées au laboratoire parmi 
lesquelles le calmidazolium chloride (CzCl) qui inhibe PptT in vitro. Nous avons également 
testé la susceptibilité de M. tuberculosis au CzCl en réalisant un test colorimétrique basé sur 
la réduction du MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) en 
formazan par les cellules métaboliquement actives. Les résultats obtenus indiquent que le 
CzCl inhibe effectivement la croissance mycobactérienne in vitro. Afin de tester si PptT est la 
cible du CzCl chez M. tuberculosis, nous avons réalisé ce test avec une souche du bacille sur-
exprimant PptT. La croissance de cette souche est également inhibée par le CzCl et avec une 
concentration minimale inhibitrice (CMI) identique à celle obtenue avec la souche sauvage, 
suggérant ainsi que PptT n’est pas la cible première du CzCl chez M. tuberculosis (données 
non montrées). Par ailleurs, le CzCl est un composé hydrophobe inhibiteur de la calmoduline 
et des canaux calciques. L’utilisation du CzCl en tant qu’antituberculeux potentiel est donc 









C. AUTRES CRITERES TESTES 
 
 Afin de valider une cible thérapeutique, il est important de vérifier qu’il n’y ait pas de 
protéines similaires à la cible potentielle (Zheng et al., 2006). Chez l’homme, une PPTase 
essentielle, appelée PPT, a été identifiée (Joshi et al., 2003). L’enzyme est impliquée dans le 
catabolisme de la lysine et l’activation des FAS mitochondriaux et cytosoliques (Praphanphoj 
et al., 2001; Strickland et al., 2010). Les enzymes PPT et PptT présentent un pourcentage 
d’identité de séquence faible, inférieur à 13% (donnée non présentées). 
 
 Un autre critère pouvant potentiellement attester la pertinence d’une cible 
thérapeutique est sa vulnérabilité, c’est-à-dire le niveau d’inhibition de la cible requis pour 
affecter la viabilité du pathogène (Wei et al., 2011). Plus une cible est vulnérable, plus le 
niveau d’inhibition nécessaire pour affecter la survie de la bactérie concernée est faible. Nous 
avons tenté d’évaluer la vulnérabilité de PptT chez M. tuberculosis. Pour cela, nous avons 
utilisé la souche PMM168 dans laquelle le niveau d’expression de PptT peut être modulé en 
fonction de la concentration en ATc dans le milieu de culture. Dans une première étape, nous 
avons réalisé un suivi de la croissance de la souche PMM168 en fonction d’une gamme de 
concentration en ATc allant de 0 à 100 ng/ml. Dans ces conditions, la souche présente un taux 
de croissance variable en fonction de la concentration en inducteur. Nous avons ensuite 
corrélé la croissance de la souche PMM168 et le niveau de production de PptT. Des extraits 
de protéines solubles ont été préparés à partir des bactéries cultivées avec les différentes 
concentrations en ATc. A partir de ces extraits, le niveau de production de PptT a été 
quantifié par Western Blot et l’activité PPTase mesurée par un test enzymatique in vitro. Les 
résultats préliminaires que nous avons obtenus avec les deux méthodes montrent qu’un faible 
niveau d’expression de PptT est suffisant pour permettre une croissance de la souche 
PMM168 avec un taux de croissance proche de celui de la souche de M. tuberculosis sauvage. 
Il semblerait donc que PptT ne soit pas une cible très vulnérable mais ces résultats sont 
préliminaires et des expériences supplémentaires sont nécessaires.  
 
 Le critère de vulnérabilité est cependant discutable. En effet, des travaux récents 
montrent que des cibles d’antibiotiques connues ne présentent pas toujours un niveau de 
vulnérabilité élevé (Wei et al., 2011). Pour déterminer le niveau de vulnérabilité de cibles 
connues de divers antibiotiques, Wei et coll. ont mis au point une méthode génétique qui 
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permet la dégradation de protéine-cibles de M. smegmatis en réponse à l’addition d’un 
inducteur dans le milieu de culture. Dans ces travaux, la dégradation de la dihydrofolate 
réductase (DHFR), cible de la triméthoprime, n’a aucun effet sur la croissance in vitro de M. 
smegmatis. Pourtant cette espèce mycobactérienne est sensible à la triméthropine 
(Sirawaraporn et al., 1991). DHFR étant la cible principale de la triméthoprime, les auteurs 
suggèrent que l’inhibition de croissance causée par l’antibiotique serait liée à d’autres 
évènements tels que l’inhibition d’une ou de plusieurs autre(s) cible(s) ou résulterait d’effets 
toxiques consécutifs à l’interaction entre DHFR et l’inhibiteur. Cette même expérience a été 
réalisée avec d’autres protéines comme InhA et, dans le cas de cette enzyme, la dégradation 
de l’enzyme est associée à la diminution du nombre de bactéries cultivables, reflétant l’effet 







 Dans ces travaux, nous avons dons mis en évidence que PptT est effectivement une 
bonne cible pharmacologique pour le développement de nouveaux antituberculeux en 
montrant que l’enzyme répond à différents critères définissant une bonne cible thérapeutique. 
Premièrement, nous avons établi l’essentialité de l’enzyme pour la multiplication et la 
persistance de M. tuberculosis dans le modèle murin. Puis, nous avons mis au point un test 
enzymatique permettant de chercher des inhibiteurs de l’enzyme par criblage haut-débit de 
chimiothèques. Enfin, nous avons montré que l’enzyme est inhibable par des petites 
molécules exogènes. 
 
 Le test enzymatique que nous avons mis au point au cours de ce projet va 
prochainement servir au criblage d’une banque de molécules à l’aide de systèmes de criblage 
haut-débit. Ces molécules seront également criblées sur bactéries entières. L’activité des 
composés identifiés par criblage sera ensuite testée in vitro sur M. tuberculosis et dans un 
modèle d’infection cellulaire. Les inhibiteurs les plus prometteurs alors seront sélectionnés 
pour les faire évoluer vers des dérivés présentant une activité accrue. Par ailleurs, un projet 
actuellement en cours vise à la résolution de la structure tridimensionnelle de PptT par 
cristallographie aux rayons X. Les informations structurales obtenues permettront d’améliorer 
de façon rationnelle l’activité d’inhibiteurs précédemment identifiés après criblage. Au final, 
ces travaux devraient conduire à la caractérisation de composés pouvant servir de base au 
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Titre : Rôle de la 4’-phosphopantethéïnyl transférase PptT dans la multiplication et la persistance de 
Mycobacterium tuberculosis et mise en place d’un test d’activité enzymatique pour la recherche de 
nouveau antituberculeux. 
 
Résumé : Mycobacterium tuberculosis (Mtb), l’agent de la tuberculose humaine, possède une 
enveloppe cellulaire atypique contenant une grande variété de lipides spécifiques, certains d’entre 
eux étant essentiels pour la viabilité du bacille tuberculeux ou impliqués dans sa pathogénicité. La 
synthèse de ces lipides fait intervenir des enzymes multifonctionnelles qui doivent être activées par 
fixation covalente d’un groupement 4’-phosphopantethéïnyl (P-pant). Cette modification post-
traductionnelle est catalysée par la 4’-phosphopantethéïnyl transférase PptT qui transfère le 
groupement P-pant du coenzyme A sur un des domaines de ces protéines. Au cours de ce travail, 
nous avons démontré que PptT constitue une cible pour le développement de nouveaux 
antituberculeux. La construction de souches recombinantes de M. bovis BCG et de Mtb exprimant 
PptT de façon conditionnelle nous a permis d’établir que cette enzyme est requise pour la croissance 
et la survie mycobactérienne dans le macrophage et au cours des diverses phases de l’infection dans 
le modèle murin. Un test enzymatique in vitro basé sur l’activité catalytique de PptT a été développé 
et adapté au criblage haut-débit de chimiothèques, afin de chercher des inhibiteurs de la protéine. 
Nous avons également montré que l’activité de l’enzyme PptT peut être inhibée par des petites 
molécules. En conclusion, cette étude indique que PptT répond à toutes les exigences pour être une 
bonne cible pharmacologique et fournit de nouveaux outils pour la recherche d’inhibiteurs de cette 
enzyme. Ces travaux suggèrent également que certains lipides de l’enveloppe pourraient jouer un 
rôle pour la persistance de Mtb au sein de l’hôte. 
 
Mots-clés : Tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, 4’-phosphopantethéïnyl transférase, cible 
thérapeutique, persistance, test enzymatique, criblage haut-débit. 
 
Title: Role of the 4’-phosphopantetheinyl transferase PptT in Mycobacterium tuberculosis growth 
and persistence and design of an enzymatic assay for the research of new antituberculosis drugs. 
 
Abstract : Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the etiologic agent of human tuberculosis, displays an 
unusual cell envelope that contains a large variety of lipids with unusual structures, some of them 
essential for the bacterial viability and others important for pathogenicity. The synthesis of these 
lipids involves multifunctional enzymes that are only functional if converted from their inactive apo-
forms to their active holo-forms by the covalent attachment of a 4’-phosphopantetheinyl (P-pant) 
group. This modification is achieved through the action of a 4’-phosphopantetheinyl transferase 
named PptT, which transfers the P-pant moiety of coenzyme A to a conserved domain of these 
proteins. In this study, we investigated whether PptT represents a novel drug target for treating 
tuberculosis. The construction of pptT conditional expression mutants of M. bovis BCG and Mtb 
enabled us to demonstrate that PptT is required for mycobacterial growth and survival in several 
environments, including those encountered in macrophages, and during the various stages of 
infection in the mouse model. An in vitro enzymatic assay based on the catalytic activity of PptT has 
been developed and adapted to high throughput screening for the search of PptT inhibitors. Finally, 
we found that the enzyme PptT can be inhibited by small compounds. Altogether, our findings 
indicate that PptT meets all the requirements for a good drug target and provide tools for the search 
of inhibitors against this enzyme. Besides, these results suggest that some polyketide-derived lipids 
may be required for Mtb persistence within the host. 
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